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OZET

CIPURA (SPARUS AURATA L., 1758) BEMIN DIBENZILFLORESEIN O-
DEBENZILAZ ENZIMININ KARAKTER iZE EDILMESI]

HANCER, Demet
Yuksek Lisans Tezi, Biyoloji ABD
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. AlaattiSEN

Agustos 2007, 89 Sayfa

Aromataz, sitokrom P450 super ailesinin uyesi ofaWP19 geni tarafindan
kodlanmakta ve androjenlerin dsrojenlere d@mitini katalizlemektedir. [Zal
aromatazin katalitik aktivitesi ve enzim kinetikl&akkinda bilgi baliklarda ¢ok azdir
ve bu tlr ici ve tlrler arasinda farkli organlardzlde edilen aromataz aktivitesinin
karsilastirilmasini  engellemektedir. Bu cahada, floresans aromataz metodu,
florometrik bir substrat olan O-benzilfloresein kgrester (DBF) kullanilarak cipura
(Sparus aurata L., 1758) beyin ve kagaci mikrozomlarinda DBFOD aktivitesini
Olcmek icin karakterize edilgtir. Optimize edilen metot ggskenleri, doku miktari,
pH, inkubasyon sicaldi, inkibasyon zamani ve substrat konsantrasyonunu
icermektedir. Beyin ve karggr DBFOD aktivitesi 30 dak reaksiyon zamani boyunca
sirasiyla 20ug ve 40ug protein miktarina kadar @ousallik gosterngtir. Beyin ve
karacgerde enzimin optimum pH’si sirasiyla 6,50 ve 8,BFak ve optimum sicaldi
her iki doku icin 30 °C olarak bulunngtwr. Beyin ve karager DBFOD aktivitesinin 2
UM DBF konsantrasyonu uzerinde doyumasuga gozlenmgtir. Lineweaver-Burk
grafigi kullanilarak yapilan saptamalarda beyin ve kag@cDBFOD enzimi i¢in Wax
ve Kn, degerleri belirlendi ve sirasiyla 8,054+0,550 pmol/bhag protein, 8,389+0,543
pmol/dak/mg protein ve 0,840+0,161 uM, 0,959+0,16®1 olarak hesaplandi.
Testosteronoun Sparus aurata beyin ve k@eacDBFOD enzimini yasmall bir
sekilde inhibe etfii gozlenmgtir. Cesitli yoresel Turk bitkisel gidalarinin DBFOD
aktivitesi Uzerine etkileri belirlenmive bulgular bize bu gidalarin yeni aromataz
inhibitorleri icin potansiyel gida kayga olabilecgini gostermgtir. Western blot
analizleri anti-rat aromataz antikoru kullanilargllisiimistir. Cipurada beyin ve
karacger aromatazi icin ilk defa rapor edigrbu metodun parametrelerigér trlerde
de aromataz aktivitesini 6lgcmek icin faydali olagktir.

Anahtar Kelimeler: Aromataz, beyin, cipura, karakterizasyon, dibdlmzésein.

Prof. Dr. Tulin GURAY
Prof. Dr. AlaattinSEN
Yrd. Dog. Dr. Hakan AKCA



ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF BRAIN DIBENZYLFLUORESCE 1IN O-
DIBENZYLASE IN GILTHEAD SEABREAM ( SPARUSAURATA L., 1758

HANCER, Demet
M. Sc. Thesis in Biology
Supervisor: Prof. Dr. Alaattin SEN

August 2007, 89 Pages

Aromatase is encoded by the CYP19 gene, a membéneotytochrome P450
superfamily, and catalyzes the conversion of argltegnto estrogens. Data on native
aromatase enzyme kinetics and thus actual catagticity are scarce in fish, impeding
comparison of aromatase activity (AA) from diffeteargans within and between
species. In the present study, fluorescence arematssay was optimized to measure
DBFOD activity in the gilthead seabreanfoérus aurata L., 1758) using O-
benzylfluorescein benzyl estébBF) as a fluorometric substrate in brain and rlive
microsomes. Optimized assay variables included amod tissue, pH, incubation
temperature, incubation time and substrate coragotr Brain and liver DBFOD
activity have showed lineerity until 20 and 40 prgtpin concentration throughout 30
minutes, respectively. In brain and liver optimuin pf the enzyme have found to be
6.50 and 8.25, respectively and optimum temperatare found to be 30°C for both
tissues. It has been observed that brain and éineyme activities have saturated at and
above 2 uM DBF concentrationg.x andK, valuesof brain and liver DBFOD enzyme
was determined using Lineweaver-Burk graph, andcutatied 8.054+0.550
pmol/min/mg protein, 8.389+0.543 pmol/min/mg prateand 0.840+0.161 uM,
0.959+0.152 uM, respectively. Testosterone appear@thibit theSparus aurata brain
and liver DBFOD enzyme competitively. The effectsaovariety ofTurkish traditional
dietary plants on DBFOD activity was also deterrdiaed these results could lead us to
identify the diets that could be potential dietapurce for novel aromatase inhibitors.
Western blot analysis performed using anti-rat atage antibodies. In conclusion, the
parameters of this assay that are reported fombaad liver aromatase in gilthead
seabream could be useful to measure aromataséyactiother species.

Keywords: Aromatase, brain, gilthead seabream, characteizati
dibenzylfluorescein.

Prof. Dr. Tulin GURAY
Prof. Dr. AlaattinSEN
Asst. Prof. Dr. Hakan AKCA
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1. GIRIS

Sitokrom P450 (CYP) super enzim ailesi hem ekzé&gamobiyotiklerin ve hem de
yag asitleri gibi endojen bilgklerin metabolizmasinda rol oynayan dnemli bir iemz
grubudur (Nelson vd 1996). Ksenobiyotikler bu ereimyardimiyla genellikle
biyoinaktif forma dongtirulurlerken endojen molekuller g#i 6nemli metabolitlere
donistaraldr. Organizmalar icinbu bilesiklerin en 6nemli sorunu vicutta s
toksisiteler olgturmasidir. Bu tir bilgiklerin vicuttan uzakkiriimalari igin ¢ézuntr
hale getirilmeleri ve organizma stha atiimalari gereklidir. Ksenobiyotikler ¢ok
lipofiliktir ve c¢esitli dokularda birikirler. Bu birikim birgok toksiletkilere neden olur.
Vicutta hticre membranlarini, proteinleri ve timdtagl olaylari olumsuz olarak etkiler
ve tiumdr olgumuna kadar ¢&li patofizyolojik olgulara neden olur. Bu durumda
testosteron ve laurik asit gibi endojen metaboliama dgisimler gdzlemlenir
(McGiff ve Quilley 1999, Capdevila ve Falck 2001).

Bu endojen metabolizmalarda yer alan CYP izozimbeh olan aromataz
(CYP19), testosteron ve androstendion gibi andtejerdstradiol ve oOstron gibi
Ostrojenlere dongitiren ve Ostrojen biyosentezinden sorumlu olan emzim
kompleksidir (Simpson vd 1994)nsanlarda en etkili endojen 6strojen olan 6stradiol
dizeyleri d§i Gremesi ve yine dilerde dger hormonal etkiler igin kritiktir. Var olan
aromataz miktarindaki geimler veya enzimin katalitik aktivitesi dokulardadstrojen
duzeylerini dgistirebilmekte ve 6strojen hormon faaliyetine carpbai sekilde engel
olabilmektedir. Aromatazin inhibisyonu enzimin Kaiia aktivitesini desistirmekte ve
ostrojen dizeylerinde hizli bir azalma ile sonugiaktadir. Enzim inhibisyonunun bu
mekanizmasi, 0strojen ganli meme kanserinin tedavisinde aromataz inhikatarin
terapotik etkisi icin bir kanittir ve Ostrojen faatinde Ostrojen duzeylerinin 6nemini
gosterir (Brodie vd 1999, Santen ve Harvey 1999omn#ataz protein dizeylerinin
baskilanmasi dokulardaki @strojenlerin sonraki glereni ve hormon faaliyetini
carpici bir sekilde etkileyebilmektedir. Cevresel ajanlar, téksnaddeler ve ¢l

dogal Urunler, aromataz protein dizeylerindgigien ya da aromataz inhibisyon yolu



ile faaliyet gostererek dstrojen diizeyleringgérirler ve endokrin engelleyiciler olarak
etki ederler (Kuhl vd 2005). Bu catnada cipura $parus aurata L., 1758) beyin ve
karacger dibenzilfloreseirD-debenzilaz (DBFOD) aktivitesi yeni bir substrahmD-
benzilfloresein benzil ester (dibenzilfloresein)BE) kullanilarak kagilastirmal olarak

karakerize edildi.

1.1. Sitokrom P450 Monooksijenaz Enzim Sistemleri

Sitokrom P450 monooksijenaz enzim sistemi; steeojdl yg& asitleri,
prostaglandinler, lokotrienler ve daha birgok gdb bilesiklerin oldugu kadar
karsinojenlerin, mutajenlerin ve ilaglarin oksidaetabolizmasina katilan *hemtiyolat’
yapisinda protein enzimlerden g@lw. Genellikle, ¢cok bilgkenli elektron transport
zincirlerinde terminal oksidaz olarak etki ederR450 iceren monooksijenaz sistemleri
olarak adlandirilir (Lu ve Lewin 1974, Nebert viBI® Bu sistem bobrek, algar, deri,
bagirsak, adrenal korteks, plasenta vgedifarkli dokularda bulunur, ama o6zellikle
karacgerde etkindir. Ayrica, boécek ilaclari, prokarsindgr, anestezi malzemeleri,
organik c¢oziculer gibi ksenobiotiklerin metabolizmala bulunurlar (Nebert ve
Gonzales 1987, Zimniak ve Waxman 1993, Magnussdbavelstrom 2004, Szotakova
vd 2004). Endojen sentezlenen birgcok $Ke sitokrom P450 enzimlerinin substrati
olarak gorev yapar. Bu biikler: prostaglandin ve l6kotrienler dahil Faasitleri,
steroidler, yiyecek katki maddeleri ve ilaclar yata besinlerle, enjeksiyonla, havadan
inhalasyonla ya da deriden absorbsiyonla vicudangendustriyel maddelerdir (Benet
vd 1996). Sitokrom P450’ler, endojen ve ekzojemlsiklerin metabolizmasinda énemli
olan Faz | enzimlerinin bir ailesini ddl ederler (Gonzalez ve Yu 2006). Bunlar
bakterilerden memelilere kadar gdimis tim tirlerde bulunan, yapisal ve fonksiyonel
olarak benzer hemoproteinler iceren bir gen supesiain tyesidir (Nelson vd 1996,
Werck-Reichhart ve Feyereisen 2000).

Prokaryotik enzim c¢6zunlr bir hemoprotein iken, sgk organizmalarda
membrana b#idir. Memelilerde, mitokondriyal i¢ membranda vendeplazmik
retikulum membranlarinda yeshistir (Werck-Reichhart ve Feyereisen 2000).
Sitokrom P450 sistemi, katalitik fonksiyonlari biineden dnce spektral ozellikleri ile

tanimlanan proteinlerden glmustur. Bu gruptaki proteinlerin benzersiz bir absaorba



spektrumu vardir. Genellikle mikrozom olarak adlart@n endoplazmik retikulum
vezikillerinden hazirlanan sispansiyondan karbdsitiogazi gecirildikten sonra
sodyum ditiyonat gibi indirgeyici bir ajan eklensspesifik bir absorbans spektrumu
elde edilir. Bu glem sirasinda indirgengnhem proteinine CO kganir ve 450 nm’de
pik yapan absorbans spektrumu elde eldir. Bu pidgieen P450 adi, 450 nm'de
absorbans gostegdiicin verilmistir. Spesifik sitokrom P450 formlari, 446 ile 45&n
arasinda maksimum absorbans veren dalga boylaaimiptis. insanlarda ve g diger
memelilerde P450’ler; steroid hormonlarin biyosentantibiyotikler, karsinojenler,
organik c¢ozuculer, boyalar, pestisitler, alkollegevresel kimyasallar gibi
ksenobiyotiklerin aktivasyonu ya da inaktivasyodoymamsg yag asitlerinin hicresel
mesajcilara oksidasyonu, gadm c¢Ozinen vitaminlerin stereo ve regio-spesifik
metabolizmasi gibi reaksiyonlarin katalizlenmesirieemli rol oynarlar (Aring ve
Philpot 1976, Porter ve Coon 1991, Oleksiak vd 208&okrom P450 enzimlerinin

bazi substratlari Tablo 1.1'de veriktir.

Tablo 1.1Bazi sitokrom P450 substratlari (Porter ve Coom'danmstir, 1991).

Ksenobiyotikler (Ekzojen) Endojen Bilesikler
Ilaclar (asetaminofen) Steroidler
Karsinojenler (PAH) Eikosanoidler
Antioksidantlar Yag Asitleri
Cozuculer (hekzan) Yag hiperoksitleri
Anestetikler Retinoidler
Boyalar Aseton
Pestisitler (metil paration)
Alkoller (etil alkol)
Petrol Granleri
Koku vericiler




Sitokrom P450 tarafindan katalizlenen genel reaksggagida verilmitir.

RH + Q,+ NADPH, H —> ROH + H,O+ NADP"

Reaksiyonda substrat (R) alkan, alken, aromatikkehaya da heterosiklik
substitiientler gibi oksijenasyon icin olanak vet®nbolgeye sahiptir. Substrata, iki
oksijen atomundan sadece biri ka@idiicin bu reaksiyona monooksijenasyon
reaksiyonu ve bu enzimlere de sitokrom P450 mornimriez enzimleri (EC 1. 14. 14.

1) adi verilmektedir.

Spesifik  detoksifikasyon reaksiyonlari, sgk diyetsel veya ksenobiyotik
bileskenlerin varlginda, organizmanin yave cinsiyetine, genetik yapisina vesgan
tarzindaki akkanhklarina bah olarak ya indiiklenmekte ya da inhibe olabilmelte
Hem endojen hem de ekzojen Bbikter tarafindan cgtli sitokrom P450’lerin
indiklendgi 1960 yillarindan beri bilinmektedir. Bazi hastalidurumlarinda
detoksifikasyon aktiviteleri induklenirken @ir bazi keullarda bu aktiviteler inhibe
olabilmektedir.inhibisyon iki veya daha fazla bileenin ayni detoksifikasyon enzimi
icin yarsmasindan olabilir. Bazi bigkenler sadece bir detoksifikasyon enzimini segici
olarak inhibe ederken bazilari tum sitokrom P450Ifanzimi aktivitesini inhibe etmek
icin sitokrom P450'nin reaktif bolgesi olan hem dene direk olarak bglanirlar. Bazi
faz Il enzimlerinin genel inhibisyon mekanizmase gerekli kofaktorlerin eksikiine
dayanmaktadir (Liska 1998).

1.1.1. Sitokrom P450’lerin karakteristik ve yapisal 6zellkleri

Sitokrom P450 proteinlerinin aktif bolgesi hidrofkletkilesimlerle ba&lanmsg tek
bir demir protoporfirin IX igerir ve olgan hem proteininde hem bir oksijen
molekilinin hem de substratlarin (RH)glaabilecgi yerler vardir. Hem grubu
demir atomunun kénci ligandi, sistein kalintisindan @anan tiyolat anyonudur ve
P450'nin ol&andsl spektral ve katalitik Ozelliklere sahip olmassaslar. Altinci
ligand yeri dgisebilen su molekilu tarafindan kullaniimaktadir. St katalizinde
demirin indirgenmesi reaksiyonunda, @ltinci konuma b#lanmaktadir (Porter ve
Coon 1991).



Sitokrom P450 proteinleri arasindaki sekans ber@enhayli disuktir (%20’den
daha az) ve yalnizca tamamen korugn3uaminoasit icerirler. En yuksek yapisal
korunmy bdlge, hem proteini cevresinde, oksijen aktivasyoe elektron-proton
transferinin genel bir mekanizmasini yansitan nmergeoteinindedir. Bu korunmu
merkez bolgesi 4 heliks demeti (D, E, | ve L), gakleve K heliksleri, 2 sdi plaka ve
bir oyuk yapisindan olmustur. Bu bdlge; (a) hem demirine direci ligand seklinde
baglanan ve mutlak korunan sistein kalintisi yanisiraeliksinden hemen énce hem
yapisinin proksimal ylzeyinde yemeis olan karakteristik P450 dizisini (Phe-X-X-
Gly-X-Arg-X-Cys-X-Gly) kapsayan hem Bwnma belugunu "loop”; (b) K heliksi
icerisinde yer alan ve merkez yapisini stabilizigiedUstinilen, mutlak korunmuGlu-
X-X-Arg motifini; (c) hem proteininin distal bolgesle proton transfer ofiwnu
olusturan ve P450 imgesi olarak kabul edilen (Ala/Gly-&-Asp/Glu-Thr-Thr/Ser) |
heliksinin merkez bdélgesini igerifékil 1.1) (Werck-Reichhart ve Feyereisen 2000).

Genel olarak, P450’Iegekil 1.2’de gosterilen reaksiyon déngtisine girei#inen
tim sitokrom P450’lerdeki hem demiri, porfirin hatkndaki 4 nitrojen atomuna ve 2
aksiyal liganda balidir. Aksiyal ligandlarin birinde molekuilin karbsik ucuna yakin
yerlesmis sistein kalintisinda bir sulthidril grubu bulunuCssitli  bilesiklerin
oksidasyonu sirasinda elektronlar NADPH'dan, NADMiHokrom P450 rediktaz
tarafindan sitokrom P450’ye transfer edilir. Henmité distk ve yuksek spinli olmak
tzere iki farkh spin durumunda bulunabilir. f2ik ve yuksek spinli durumlar demir
atomunu ceviren elektronik alanlar olarak tanimhaliva Sitokrom P450 molekdlt bir
substrata haninca bu elektronik alanlarda etkil meydana gelir ve hemdeki demir
atomu dguk spinden yiksek spine gecer. Oksidasyon (monoksyon) reaksiyon
mekanizmasinda, oksijenin hem demiringslanabilmesi icin hemdeki demir ferrik
(F€*") durumundan ferro (B8 durumuna indirgenmelidir. Substratazhayiiksek spin
(-170mV), substrata lganmayan diilk spine (-270 mV) gore daha fazla pozitif
indirgenme potansiyeline sahip offluicin Sitokrom P450, NADPH'dan elde edilen
elektronlarla indirgenebilir durumdadiilk elektron transferiyle indirgenen sitokrom
P450 daha sonra oksijenlenir ve NADPH'dan ikinai &iektron oksijene l@anarak,
oksijen radikaline dongitraltr. Bir ic oksidorediksiyon neticesinde hidsdlenmis
substratin (ROH) ve suyun glumu gerceklgr, serbest sitokrom P450 ¥formunda

rejenere olur. Monooksijenasyon reaksiyonunda tapla elektron (¢ gereklidir.



Elektronlar sitokrom P450 molekuline tek tek transédilir (Schenkman 1991).
NADPH-sitokrom P450 rediktazdan sitokrom P450’yek&bn transferine lipitlerin
yardimci oldgu gosterilmgtir (Lu ve Lewin 1974).

e

Sekil 1.1 Sitokrom P450 proteinlerinin ¢ boyutlu yapisi.nidéuruncu, substrat sari
renkle gosterilmitir. Mor boélge endoplazmik retikulum zarini gostektedir.
Epitoplar kirmizi renkle gdsterilgplup numaralar onlarin primer dizideki yerlerini
verir. | heliks substrat @anma bolgesine yakin olup hemin hemen yukarisimdad
Hem b&lanma beglugu hem protoporfirininin arkasinda goraltr. K heindeki
mutlak korunmg Glu-X-X-Arg yapisida arkada olgundan goérilmemektedir
(Werck-Reichhart ve Feyereisen 2000) .
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Sekil 1.2 Sitokrom P450 enzimlerinin katalitik mekanizma$Vdrck-Reichhart ve
Feyereisen 2000).

1.1.2. Sitokrom P450’lerin siniflandirilmasi ve athndirilmasi

Gunumuzde sitokrom P450’lerin omurgali ve omurgésyvanlar, bitkiler ve
bakterileride iceren 6karyot ve prokaryot organilarda bulundgu gosterilmgtir.
Sitokrom P450’lerin bircok reaksiyonu katalizlentédden dolaylr enzimlerin
isimlendirilmesinde siradan metot yetersiz kalme yapisal homolojiye dayanan
sistematik bir adlandirma gsirilmistir. Sitokrom P450 enzimleri baz dizilimi
benzerliklerine, kontrol eden gen ailelerine ve stidi spesifikigine gore
siniflandinimaktadirlar. Bu adlandirma evrenselrak kabul edilmitir (Nebert vd
1987). Bu sistemde, CYP terimi sitokromun “cytoched ilk iki harfini ve
P450’nin ilk harfini temsil eder. Bu terim bir ggra da sitokrom P450 gibi bir
proteinin balangicinin dizayni icin kullantlir. Aileyi belirlegk icin rakamlar verilir
ve bunu alt aileyi belirlemek icin buyik harflerkullaniimasi izler. Ozgiin P450
formunu tanimlamak icin rakamlar kullanilir. Ornelkarak CYP1A2 ve CYP2E1

verilebilir. Ginimuzde bilinen 18 memeli P450 gdrsa 43 alt aileye bolunnsiiir



(WEB_1). Ayni ailenin Uyeleri en az %40 homolog amasit dizisini paylgr ve

ayni alt ailenin Gyeleri en az %55 homolog dizigyfasir (Nelson vd 1996).

1. 2. Balik Sitokrom P450Q’leri

Brodie ve Maickel'in (1962) baliklarin ksenobiyotiketabolizmasi icin gerekli
enzimlerden yoksun olgunu stylemelerine paen, sucul turler tzerine yapilan
calsmalar bu tirlerde sitokrom P450'ye goali monooksijenaz sistemin ve sitokrom
P450’lerin varlgini ¢cok iyi gosterngitir (Aring veSen 1993Sen ve Aring 1998, Kishida ve
Callard 2001, Oleksiak vd 2002, Chaty vd 2004, e¥awvd 2005).

Memelilerde oldgu gibi baliklarda da ksenobiyotikler Faz | ve Fazhzimleri ile
katalize edilerek metabolitlerine daiiriimektedir. Baliklar tarafindan vicutlarina
alinan pestisit, petrol Grtnleri vesik endustriyel atiklarin olgturdusu hidrofobik yapidaki
ksenobiyotikler dnce Faz | enzimleri tarafindanakaenen reduksiyon, oksidasyon ve
hidroliz reaksiyonlari sonucunda kismen daha sédéngir metabolitlere dostiirdlurler.
Bu metabolitlerin bir kismi bundan sonra Faz Il ieMeri olarak adlandirnlan
konjugasyon enzimleri tarafindan, daha da hidkofitipida olan silfat ve glukuronik asit
konjugatlarina cevrilerek vicuttan atilirlar (Buhkee Williams, 1989). Endojen fiziksel
faktorler ve cevredeki gigsimler baliklardaki sitokrom P450 monooksijenaz \atdsini
oldukca fazla etkilemektedir. Bunlar; steroidigag asitleri, vitamin D, safra asitleri, olgun
baligin cinsiyeti ve yg, mevsimsel varyasyonlargik periyodu, basing, tuzluluk ve
gurdltt gibi dger stres faktorleridir (Gelinas vd 1998, Gonzaleziferrer 2003, Chaty
vd 2004).

Gerek memelilerde gerekse baliklarda Faz | enzimferen dnemlisi sitokrom
P450 monooksijenazlardir. Ayrica P450 monooksijiemae toksik olmayan bazi
ksenobiyotikleri daha toksik ve karsinojenik metalaoine dongturdukleri gosterilmtir
(Aring ve Sen 1994). Gerek memelilerde, gerekse baliklardaksugbzintrligl az olan
metabolitlerin vicuttan atilmayip, galokularinda birikgi gosterilmitir. Sitokrom P450
monooksijenaz enzim sistemlerinin pestisitler, ldackozmetikler, koruyucu gida katki
maddeleri ve ¢ok halkali hidrokarbonlar (benzopiratftoflavonlar) gibi viicuda yabanci
olan maddeleri metabolize ettikleri gibi,gyasitleri, kolesterol ve steroid hormonlari gibi

vicudun normal kimyasal maddelerini de metabolité&kleri saptanmytir (Aring ve



Philpot 1976, James vd 2005). 1976 yilinda dunyidd&ez Arin¢ ve Philpot, balik

monooksijenaz enzim sistemini sitokrom P450, sdokrP450 rediktaz ve fosfolipit
olarak bilekenlerine ayirmy, bileskenleri kismen safiéirmis, monooksijenaz aktivitesini
test tUpunde yeniden glurarak, balik sitokrom P450’sinin biyokatalitikanbk aktif

oldugunu gostermstir (Aring ve Philpot 1976). Yapilan cainalar, baliklardaki P450
izozimlerinin, endojen ve ekzojen organik kimyamsalh metabolizmasinda, cinsiyet
hormonlarinin sentez ve yikiminda ve kimyasal kajsnhezdeki rollerinin ne kadar

onemli old@gunu gosternstir (Aring ve Adali 1983).

CYP1A, CYP2B, CYP2E, CYP2M, CYP2N, CYP2K, CYP3A, BY1A, CYP17,
CYP19, CYP26, CYP46, CYP51 aileleri ve daha Iguga ait olan sitokrom P450’nin ¢oklu
formlari memelilerde oldiu gibi ¢aitli balik turlerinde de bulunur. Son yillarda ykgm
bir calsmada, Nelson (2003), 18 memeli ailesinin 17’sinimpik bahginda da
bulund@gu belirtilmistir. Sadece bir P450 ailesi, CYP39, bu balik tugingktur
(Nelson 2003). Poliaromatik hidrokarbonlar, poliklobifeniller ve dioksin tipi toksik
cevresel kirleticiler gibi ekzojen bijikleri ve testosteron, projesteron vegaanik asit
gibi endojen bilgikleri iceren substratlar ballk monooksijenaz srstetarafindan
metabolize edilirler. Bu substratlar balik sitokré50 monooksijenaz sisteminirgitie
izoformlar tarafindan epoksidasyon, hidroksilasyodealkilasyon ve oksidasyon
reaksiyonlari yolu ile metabolize edilirler (Aring Sen 1993, Amet vd 1997, Oleksiak vd
2000, Oleksiak vd 2002).

1.3. Steroid Hormonlar

Kolesterol tim steroid hormonlarin biyosentetik kaydir. Bulundgu asil
organlar gonadlar ve adrenal korteksimbla hamile kadinlarda plasentadir. Steroid
hormonlar; projestinler (projesteron), glukokoridler (kortizol ve kortikosteron),
mineralokortikoidler (aldosteron), androjenler (eostendion ve testosteron), ve
ostrojenler (6stron ve oOstradiol) olmak Uzerg geuba ayrilirlar $ekil 1.3). Steroid
hormonlarin sentez sonrasinda depo edilmemelegearl 6zellikleridir. Sonug olarak
steroid hormon duzeyi beyinden gelen sinyaller sentezlerinin dizenlenmesi ile
kontrol edilir. Beyinin hipotalamusuna gén herhangi bir sinirsel uyari buradan

mekanizmayidleten ¢cok az miktarlardaki 6zel hormonlarin salimanyol acar, bunlara
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Sekil 1.3 Steroid hormonlarin biyokimyasal sentezleri. Yus&rigcindeki numaralar,
hormonlarin ait olduklari sinifi géstermektedir. €hidroksilaz; DH=dehidrojenaz
(Mathews vd 2000).
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serbestlgtici faktor denir. Orngin, kortikotropin serbestigirici hormon (CRH),
merkezi sinir sisteminden (MSS) gelen uyarilara iyaolarak hipotalamustaki
hicrelerden salinir. CRH ise kortikotropin veya esdikortikotropik hormonunun
(ACTH) hipofizden salinimini uyarir (Mathews vd 200

Steroid hormon sentezi, kolesterol esterlerinin rdlidi neticesinde olgan
kolesteroliin hedef dokularda mitokondri icerisirlengyla aktive edilir. Kolesterol
dezmolaz denen enzim kompleksi, C-20 ve C-22 poaisyda kolesterol yan zincirini
hidroksilleyip keser ve kolesterollu pregnenolonaigtirtr. Dezmolaz kompleksi, iki
sitokrom P450 hidroksilaz ve bir liyaz icerir. Pregolon ise dehidrojenasyon ve cift
bag izomerizasyonu ile projesterona d#tiitlir. Projesteronun ger steroid
hormonlara dongiimu sekil 1.3'te gosterilmitir. Bir adrenal korteks enzimi ile C-21
hidroksilasyonunu, aldosteronu veren bir aldehitbgr olgturmak Uzere ikiden fazla
hidroksilasyon ve dehidrojenasyon izler. C-17 pgmminda projesteronun
hidroksilasyonu dier tim steroidlerin 6ncisiu olan d&7hidroksiprojesteronu okturur.
Bu ara trinun iki kez hidroksilasyonu kortizoll ivgb6brek Ustl bezlerde). Gonadal
bir enzim, C-17 pozisyonunda 17-hidroksiprojestaropan zincirini keserek androjen
ve O0strojenlerin Oncusu olan androstendionu veAndrojenlerin 6strojenlere
donUmunt aromataz denilen bir enzim kompleksi dizerier enzim kompleksi
tarafindan katalizlenen reaksiyonun hayvan hidreleraromatik halkanin sentezi icin
bilinen tek yol olmasi dikkat cekicidir. Testoster€—5 pozisyonunda indirgenerek
daha guclu bir androjen olan&dihidrotestosterona dostiirtltr (Mathews vd 2000).

1.4. Ostrojenlerin Endokrinolojisi ve Aromatazin Rolii

Ostrojenler, diilerin ikincil esey karakterlerinin gedimini etkileyen ve dii iremesi
icin gerekli olan gey steroid hormonlaridir. i esey steroid hormonlarinin ger
blyuk sinifi yine dii Uremesi icin gerekli olan projestinlerdir. Kimydslarak, dgal
olarak meydana gelen ostrojenlergCsteroidleridir. En etkili endojen &strojen
Ostradioldur. D@al olarak meydana gelen projestinles; Gteroidleridir ve bunlar A
halkasinda 3-keto—4-en yapisina ve C-21 pozisyanbircketona sahiptirler. En etkili

endojen projestin, projesterondur (Williams ve $&r1996).
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Kadinlarda menapoz ©6ncesinde 0strojenin biyiuk hsmk yumurtaliklar
uretmektedir. Gebelik slrecinde ©Ostrojen biyoseniezana kayng plasentadir.
Menapoz sonrasinda ise Ostrojen iksarmada Uretilir. Bobrek dstl bezleri
androstendion adi verilen erkeklik hormonunu Ure#romataz enzimi de bu
androstendionu 06strojene c¢evirir. Erkeklerde isestigkerde Uretilmektedir. Bu
hormonlarin kuc¢ik miktarlari ayrica her ikieyde, adrenal korteks, adipoz doku,
kemik, kan damarlari, diz kas hicreleri, hipotalame 6n hipofizden de sentezlenir
(Simpson vd 1999).

Ostrojen etkisinin biyokimyasal mekanizmagkil 1.4’'te gosterildii gibi bagl
spesifik, yuksek affiniteli 6strojen reseptérlegyjlen ekspresyonunun regulasyonu ve
protein biyosentezinin indiklenmeseklindedir. Bu reseptorler, steroid ligandlarina
yiksek affinite ile bglanabilen ve spesifik DNA bolgeleri ve kromatin iliskili di ger
proteinlerle etkilgerek ligand-bgiml transkripsiyonel fakttrleseklinde rol oynayan
cozunebilir intraseliler proteinlerdir. Ostradiglni reseptor bglanma bolgeleri hedef
hiicrelerin niikleusunda yer alir ve hem yiiksek affitKo= 10 ile 10'°M) hem de
yiksek spesifiklik gosterirler. Ostradiol, dstrojezseptoriine Ggandiginda, ostrojen-
reseptor kompleksinde konformasyonel bir gidi&lik olur ve steroid-reseptor
kompleksinde homodimegme olur. Steroid-reseptér homodimerleri, ilgili ¢gm
promotor bdlgelerinde bulunan hormon sorumlu eldfeen(HRE) veya 0strojen
sorumlu elementler (ERE seklinde bilinen hticresel DNA'nin belirli bolimlerie
etkilesirler. Nukleer steroid reseptdr komplekslerinin DA baslanmasi ve ¢gtli
nikleer transkripsiyonel faktorlerle etlkjlmi, mRNA Uretmek icin genin
transkripsiyonunu bgatir. Yikselmg mRNA duzeyleri, endoplazmik retikulumda
artmsg protein sentezi ile sonuglanir. Enzimler, resdptove salgilama faktorlerini
iceren bu proteinler, bliyime ve fark$maay1 sglayacak olan hiicre fonksiyonunu
duzenlerler. Bglangicta, Ostrojen reseptdri denen tek bir pratedstrojenlerin tim
faaliyetlerinden sorumlu oldwna inanihyordu. Son zamanlarda, ikinci bir 6sroj
reseptori tanimlandi ve bu iki 6strojen reseptoRob Ecalsilan ilk ER) ve ER
(kesfedilen ikinci ER) seklinde gdsterilmektedir. Bu iki reseptor blyukluk doku
dagihmi bakimindan farklidirlar. Ri Greme sistemi ve meme bezlerinde baskin olan

ERa’dir, halbuki ERB damar endotelyal hicrelerinde, kemik ve erkek tatos
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dokularinda asil 6strojen reseptorudir. OstradehER: hem de ER icin benzer

affiniteye sahiptir (Weigel ve Rowan 2001).

Steroid (8)

vanit

hormonal @ lll‘l]tEi.'lIlE'l' ,

otolin ve parakrin
etkiler

Sekil 1.4 Steroid hormon etkisinin genel mekanizmasi (WeigeRowan 2001).

Ostrojenlerin en 6nemli hedefi meme dokusudur. dpstter meme hiicrelerinin
proliferasyonunu tgvik edebilmekte ve hormon pamli meme kanserinin biytmesini
arttirabilmektedirler. Kadinlarda kanser i¢in baiinbdlge meme oldgundan oldukca
fazla miktardaki argirmada, meme kanserini ve bunun blyimesini et&iepktorleri
anlama uzerine odaklanilghw. Ostradiol, gen ekspresyonu ve &strojen resepto
mekanizmasi yolu ile meme kanseri hicrelerinde agirproteinin tretimini tgrik
edebilmektedir. Bu proteinler, meme ve endometrikemserinin fonksiyonu ve
blyumesi icin onemli intraselller proteinleri, timdiyumesini ve metastazi
etkileyebilen salgilanmiproteinleri icerir (Simpson vd 2000). Bu karsinule etki,
antiostrojenler aracgi ile reseptor blokaji yapilarak veya aromataz hitbrleri ile
dstrojen sentezi inhibe edilerek 6nlenebilir. Tasitdn gibi antiostrojenler, yalnizca
reseptor blokaji yaptiklarindan, hicre proliferasyau 6nleyebilirlerse de genotoksik
metabolitlerin  olgumunu ©6nleyemezler. Halbuki aromataz inhibitorleplazma
Ostrojen duzeylerini diilk tutarak, hem hicre proliferasyonu, hem de gesito
metabolit olgumuna etkilidirler. Bu nedenle aromataz inhibitdrien meme kanseri
gelisimini 6nlemede daha etkin olduklari séylenmekt¢Buzdar ve Howel 2001). Son

zamanlarda, menapoz sonrasindaki kadinlarda biShngereken fonksiyonlari
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arastirmak ve Alzheimer ve Parkinson hastaliklarinerlémesini yavgdatmak ve engel
olmak icin dstrojen yer gastirme terapisi rapor edilrglir (Williams 1998). Aromataz
enzim aktivesi olcimleri immunohistokimya ve RT-PGRalizi kullanilarak insan
meme kanseri dokusunda, normal meme dokusundan yidkeek dizeyde ifade
edildigi gosterilmitir (James vd 1987). Hicre kaltirl, aromataz trekisf edilmg
meme kanseri hicreleri kullanilarak yapilan hayweneyleri ve transgenik fare
calismalari meme timort ojumundain situ Uretilmis 6strojenin dolgmda bulunan
Ostrojenden daha dnemli bir role sahip @dgosterilmgtir (Tekmal vd 1996). Ayrica,
tumoOr aromatazinin hem otokrin hem de parakrindermeme kanseri ggimini
stimile ettgi gosterilmitir. In situ 6strojen biyosentezinin baskilanmasi, aromataz
ekspresyonunun dnlenmesi veya meme tiimorlerindeatez aktivitesinin inhibisyonu
ile kontrol edilebilmektedir. Her ne kadar meme $@m dokusunda aromataz
ekspresyonunun kontrol mekanizmasi hentiz tamamkgilamadi ise de, aromataz
inhibitor terapisi, anti-0strojen terapisidaaisizlga urams hastalarda alternatif tedavi

icin disUnUlmektedir.

Ostrojenler, memeli olmayan omurgalilarda hepatitellojenez, gey hiicresi
gelisimi, sicaklik-gey belirlenmesi, ggysel farklilama, memeli gonad geimi, beynin
eseysel farklilamasi ve karsinojenezeklindeki bircok fizyolojik ve davragsal
islemlerde 6nemli rolleri olan hormonlardir (StrdWhzzulla vd 2005). Sertoli
hicrelerinde aromataz tarafindan lokal olarak l@mtbstrojenler spermatojenez igin
onemlidirler (Brodie vd 2001). Ostrojen reseptdrlsertoli hiicreleri, leyding hiicreleri,
epididimis ve yardimci sgy organlarl gibi erkek Ureme dokularinda mevcuttur
(Lombardi vd 2001). Kemirgenlerin gebelik g@hi sldrecinde, beyin icinde
testosteronun 0strojene aromatizasyonu, erkek beyneseysel farklilgmasini
etkileyebilecek hipotalamusun yapisal organizasydauanahtar bir rol oynar. Gergi,
halen gebelik ggdimi stirecinde insan beyninin erkefteesi Gizerine dstrojenin benzer

etkilerini géstermek icin kesin bir kanit yokturq@ke vd 1998).

1.5. Sitokrom P450 Aromataz (EC 1. 14. 14. 1)

Aromataz, testosteron ve androstendion gibi andteje dstradiol ve Gstron gibi

Ostrojenlere dongiiren ve Ostrojen biyosentezinden sorumlu olanksitm P450
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superailesinin tyesi olan bir enzim kompleksidiu Bnzim kompleksi hicrenin diz
endoplazmik retikulumunda bulunur ve iki ana pnotiein ibarettir. Birinci protein olan
sitokrom P450aromataz, & steroidlerini (androjenler) fenolik A halkasi iear Gg
steroidlerine (6strojenler) dostiiren bir hem proteinidirkinci protein olan NADPH-
sitokrom P450 reduktaz ise elektronlari sitokrom5®4aromataza transfer eder.
Sitokrom P450 aromataz ve NADPH-sitokrom P450 reaifikproteinleri enzimatik
aktivite icin gereklidir. Aromataz geni, CYPZ%8klinde kodlanny olup sitokrom P450
aromatazi kodlar (Simpson vd 1994). Bu gosteria &1sal metil grubunun oksijen
tarafindan atak bolgesi olgu gercginden temel almgtir (Thompson ve Siiteri 1974).
Bir mol substratin bir mol 6strojene datiininde 3 mol NADPH ve 3 mol oksijen
kullanilir. ilk iki oksijen molekulii standart hidroksilasyon ragkzmalari ile C19 agisal
metil grubunu okside etmek i¢in kullaniimakta, Ucliroksijen molekull ise C19 acisal
metil grubu Uzerine peroksidatif atak yapmaktadnolayisiyla bu 3 mol oksijen
moleklliniin hepsi o6strojenlerin fenolik yapi kagaldtiklerini oluturmak icin A
halkasinin aromatizasyonu ile ayni zamanda Cl@lamstil grubunun formik asite
oksidasyonunda kullanilgiolur (Sekil 1.5) (Simpson vd 1994). Bu enzim ilk defa
insan plasenta dokularinda rapor ediimi(Ryan 1959). Aromataz aktivitesi meme
dokusundain vitro gosterilmgtir. Ayrica, aromatazin ekspresyonu, meme dokusu
icinde veya etrafinda, aromataz enzimini icerereleriee kadinlarin beyninin gidi
bdlgelerinde, erkek testisinde ve erkek ve kadinlakemiklerinde en yiksek
dizeydedir (James vd 1987).
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Sekil 1.5 Aromataz tarafindan steroid hormon biyosentezi (Siom vd 1994).

Aromataz geninin blyukgil 70 kilo bazi smakta olup 9 ekzondan ibarettinsan
aromataz geni 15¢921.1 kromozomu uzerinde yer abaak{Simpson vd 1994). 3.4 kb
uzunluktaki cDNA yaklaik 55.000 dalton molekulgarligindaki 503 amino asitlik bir
proteini kodlar. Aromatazin g#li dokularda regulasyonu komplekstir ve CYP19
geninin upstream bdlgesinde birka¢ doku spesifikmmtor bdlgeleri tanimlanrtir
(Means vd 1991, Simpson vd 1993). Bu doku spepiftmotorlar PI.1, PI.2, P1.3, P1.4
ve PIl dir. PIl promotoru yumurtalk, testis ve memkanseri dokularinda
kullaniimaktadir. Promotor 1.3 ve Pl.4 adipoz dokdlgelerinde kullanilan asil
promotorlardir. Promotor PI.1 ve PI1.2 plasentaludakda kullanilan promotorlar olup
regulasyonlari halen gerivir sekilde aratiriimaktadir §ekil 1.6) (Simpson vd 1997).

e 22 Y nier 1
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|
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Sekil 1.6 insan aromataz geni (Simpson vd 1994).
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Insanlarda CYP19 geni tek kopya halinde bulunurolidspesifik ekspresyonunun
kontroll, "alternatif splicing” mekanizmasi ile ylmayan 5 ekzon ve doku spesifik
promotor kullanimi ile sdanmaktadir (Strobl-Mazzulla vd 2005). der taraftan
domuzlarda, ¢coklu doku spesifik aromataz izoformBfarkli CYP19 geni tarafindan
kodlanmstir (Graddy vd 2000, Strobl-Mazzulla vd 2005). Balau beraber kemikli
baliklarda, aromatazin biri beyinde (P450aromB; C¥&2) ve dgeri yumurtalikta
(P450aromA; CYP19A1) olan 2 farkl izoformu var(Tichoudakova ve Callard 1998,
Kishida ve Callard 2001, Strobl-Mazzulla vd 200B6)ogenetik analizler, farkli ttrler
arasinda beyin aromataz formlarinin ayri ayri yuail aromatazlarindan daha yuksek
O0zdslik paylastigini gostermtir (Blazquez ve Piferrer 2004, Strobl-Mazzulla vd
2005).

Sitokrom P450 aromataz, balik, amfibi, stringen kuglari iceren birgok
omurgalinin geysel farklilamasinda androjenlerin Ostrojenlere dgiimiinu katalize
ettigi gosterilmg steroidojenik bir enzimdir. Yavru baliklarin ekeojk eey steroidleri
ile muamelesinin fonksiyonelsey dezisikligi ile sonuglanmasindan beri bu enzime
O0zel bir merak uyanmir (Kwon vd 2001). Her ne kadarsey farklilssmasinda
aromataz aktivitesinin (AA) roli daha ileri amamaya gereksinim duysa da,
aromatazin yumurtada ait steroidojenik yolak sonunda androjenden {istrdiretimi
ve boylece gey farkhlssmasi gleminin kontrolinde anahtar rol oynayabilgce
gercezini gosteren ¢ok sayida gaha vardir (Jeyasuria ve Place 1998). Aromatazin
inhibisyonu balik, siriingen ve §tarda dsilerin erkeklgmesiyle sonuglanrgtir
(Guiguen vd 1999, Kwon vd 2001). Ozel bir aromatdamrbitori ile muamele edilrgi
kral salmonun @Qncorhynchus tshawytscha) eseysel olarak farklilgmams genotipik
disileri fenotipik erkekseklinde gel§mis, bu da aromatazinsey farklilssmasindaki
onemini gostermstir (Kwon vd 2001). Benzer sonuclar, gokkp alabalg
(Oncorhynchus mykiss, Guiguen vd 1999), japon pisi bali(Paralychthys olivaceus,
Kitano vd 2000) ve nil tilapyasind@(eochromis niloticus, Kwon vd 2000) da elde
edilmistir. Son zamanlarda, hem genetik hem de cevressl &yini yapabilen nil
tilapyasinda, aromatazin baskilanmasi erkek fagkhhsinda gerekli olmakla beraber
aromataz yumurtalik farklifmasinda da kesin bir rol oynar (D’Cotta vd 2001,dfw
vd 2001).
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Y kromozomu Uzerindeki cinsiyet belirleyici bolg&KY), memelilerde iyi bir
sekilde karakterize edilrgiir (Guiguen vd 1999) ve memelsey belirlenmesinde ilk
aktor olarak arz edilrgiir (Koopman vd 1991, Guiguen vd 1999). Bununlaaber,
balik ve dger gagl omurgalilarda SRY’ningti bulunamamgtir (Ito vd 1995, Guiguen
vd 1999). Ayrica, sagl omurgalilarda fenotipik ey farklilssmasi sicaklik (balik,
amfibi ve sirtingenler), sosyal faktorler (balik3ekobiyotikler (balik ve suringenler)
ve hormonal muameleler (balik, amfibi, stringenkuglar) gibi cevresel faktorlere
memelilerden daha duyarlidirlar. Steroid hormaalarituamelenin, fenotipikseyde
fonksiyonel gey dongumund kismen veya tamamen indukfdjosterilmitir. Onun
icin bu hormonlar memeli olmayan omurgalilargayefarklilagmasinda énemli bir rol
oynamaktadirlar (Guiguen vd 1999). MedakaQaytias |atipes), Yamamoto’nun dncu
deneyleri steroidlerin fenotipik sey dongumunt indiklemede aktif ol@gunu
gostermgtir. Bu sonuclardan steroidlerin, 6strojenlerlesildrde ve androjenlerle
erkeklerde endojen indukleyici olduklarini ilerirsiilstir (Yamamoto 1969). Bundan
sonra, bircok cajma balikta gey farklilagmasi Uzerine steroid hormonlarin etkisi
Uzerine odaklanmgtir (Guiguen vd 1999, Kwon vd 2000, Melo ve Ramsdell D0

Beyinin 6strojenlerin hedefi olgu detayli birsekilde tespit edilnstir (Kishida ve
Callard 2001). Her ne kadar 6strojen gonadlardailéinebir hormonseklinde kabul
edilse de 0strojenin beyindeki hedef bdlgeleresiolg plazma 6strojen nma
proteini ve noral Ostrojen metabolize eden enzimleyiksek duzeyleri ile
sinirlandirilabilmektedir. Bu nedenle 0&strojeninliie noral faaliyetleri beyinde
androjenin dstrojene kendilnden olan aromatizasyonunaghdir (Simpson vd 1994,
Kishida ve Callard 2001). Yeni dmus kemirgen ve insanlarin hipotalamik preoptik
bdlge (HPOA) ve limbik sistemlerinde P450 aromagazim aktivitesinin kefi; noral
ER uyarimlarinin aromataz aktivitesinin zamanlamasie noroanatomik yegenine
bagli oldugunu gosteren agarmalara yol gosterngiir (Kishida ve Callard 2001).
Deneyler, ostrojenin néral proliferasyon, hayatnia, morfoloji, sinaptojenez ve
yetiskin  beyninin bircok farkli bdlgesinde farkli fonksinlari regule etgini
gostermgtir (McEwen 1994).

Beyinde testosteronun 0Ostrojene dgimid, noéral steroid faaliyetinin 6zgugani
arastirmayi temel alan calmalarda ilk olarak ispatsiz bgekilde ifade edilmi ve bu

donUmuU katalizleyen enzimin (aromataz) memelilerinrbagle bulundgu ilk olarak
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1970’li yillarin bginda d@rulanmstir. Sonraki ¢cakmalar, omurgal turlerin gepbir
bolimiunde enzimatik aktivitenin genelgdamini artan dgruluk ile tanimlamglardir
(Balthazart ve Ball 1998). En yuksek aktivite priop hipotalamik ve limbik
sistemlerin spesifik bélimlerinde lokalize olgtwr (Roselli vd 1985, Schumacher ve
Balthazart 1987, Vockel vd 1990, Balthazart ve BEIB8). Bu aromatazca zengin
bdlgeler, dstrojen reseptdrlerini (BRceren beyin bolgeleri ile buyilk oranda gakar,
bu da "lokal olarak Uretilen Ostrojenler bu intdiider Ostrojen reseptdrlerine

baglanarak biyolojik etkilerini sarfederler” fikriniekstekler (Balthazart ve Ball 1998).

Kemikli baliklar, sinir gekimi ve ndroplastisitenin 6mur boyu devam eden
islemlerinde, beyinde olmus 6strojenin (nérodstrojen) dnemini ginamak icin ideal
deney hayvanlarndir cunkl fevkalade yuksek aromatdwitesine sahiptirler. Noral
P450 aromataz ekspresyonunumiadizeyleri bugtine kadar incelesmiim kemikli
balik tirlerinde bulunmyur. Japon bagi (Carassius auratus) HPOA’sindeki aromataz
enzim aktivitesi, yetkin sican, fare, taan ve insan beyninin buna kdik gelen
boélimlerinden 100 ila 1000 kat ve Japon @alumurtalgindan ise 10 kat daha
yuksektir (Kishida ve Callard 2001, Strobl-Mazzuid 2005). Aromataz aktivitesinin
beyinde yumurtaliktan daha ytksek qgidu levrekte Dicentrarchus labrax) de
gosterilmitir (Gonzalez ve Piferrer 2003). Her ne kadar beyimmatazinin bu yiksek
dizeyinin uyumsal énemi iyi anidamams olsa da, yegkin kemikli balik tarafindan
g0z o6nlne serilmj noroplastisite ve noral rejenerasyon yegenée ilgili oldugu
gozlenmigtir (Clint ve Zupanc 2001Strobl-Mazzulla vd 2005).

HPOA'ye ek olarak, aromataz enzim aktivitesi ve iémuolojik olarak saretlenmg
noronlar ve fiberler; retinada, telensefalon, obtayin, arka beyin ve omirdin
tanimlanmg duyusal ve 6n motor yolaklarinda gebir sekilde yaylimgtir (Gelinas ve
Callard 1993, 1997, Kishida ve Callard 2001). Btigken balik beyninin norojenez
icin olaganustl bir potansiyeli elinde bulundurmasi ilelilglabilmektedir. Bu sadece
beynin ygam boyunca biylimeye devam etmesindegildie ayrica biylumeyi
sglamak icin noral hasardan sonra da fonksiyonel nesgsyon olabilmektedir
(Stuermer vd 1992, Kishida ve Callard 2001). Nonaijen faaliyetleri bir nérotropik
faktor seklinde oldgu icin néral P450 aromataz izoformunun ndral peviasyon ve
farklilasmasinin yiksek oldiu erken MSS gelimi asamasinda ifade olabilege
sonucu c¢ikarilngtir (Kishida ve Callard 2001). Zebra lahda Qanio rerio) da beyin
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aromatazinin bdica hipotalamus, hipofiz ve duyu organlarinda éaetlildgi ve bu
bolgelerde 6strojen dretiminin - merkezi sinir sist@m gelisimi  asamasinda
noroendokrin faaliyetleri, seysel davraglari ve geysel farklilgmay etkiledgi
gosterilmitir (Tong vd 2001, Kuhl vd 2005). MSS’de 6strojgmiaa, noéral farklilama
ve buyumeyi ilerleterek sirekli ggiin etkisine de sahiptir. Ayrica, noral hayatta kalm
ve onarim ile de ifikilidir (Belcher ve Zsarnovszky 20050lum ve Handa 2002, Kuhl
vd 2005). Naftolin vd (1975), P450 aromatazin ganh katalitik bir assay kullanarak
ilk olarak sican ve insan beyninde tespit glenive sonradan ger bircok omurgalinin
beyninde de tanimlangtir. MSS’deki aromatizasyon ndral androjen etkiaritam
olarak yansitilmasinda kritik bir rol oynar ve henganizasyonel hem de aktivasyonel
etkilere aracilik eder (Gelinas vd 1998). Yine M&S’'aromataz aktivitesi memeli
limbik sistemine homolog olan 6n beyin yapilarind@anesin; telensefalon) yuksek
diizeylerde ve orta / arka beyin yapilarinda (beljnaptik loplar, medulla), omirilik
ve retinada dgilk fakat 6nemli miktarlarda bulunmaktadir (PasmargkCallard 1985,
Gelinas ve Callard 199&elinas vd 1998). Kemikli balik hipofizi de yuksakomataz
dizeylerine sahiptir, ancak enzimin agrekspresyonu ayni zamanda her yerde mevcut
degildir ciink yumurtalik ve karagerde daha diilk veya tespit edilemeyen aktiviteye
sahiptir.

Japon bafii beynindeki yiksek enzim aktivite diizeyleri 6n inelg mevsime bz
olarak 2—6 kat dasmektedir. Gonad @rliginin maksimum ve steroid miktarinin
yuksek oldgu Greme mevsiminde (Nisan-Mayis) enzim aktivitesican alici noktaya
ulasmaktadir. Memeli ve kglardakinin aksine, erkek veglilireme dongusinin gecici
olarak @ zamanl olmady Mayis ay! dginda, Japon bainin beyninde gy farklilig
gozlenmemitir. (Gelinas vd 1998). Levpen farkli beyin bdlgelerinde aromataz
aktivitesinin dgillimini argtirmak igin beyinler Greme sezonunun zirvesin§abgt
ayinda) yetkin erkek ve dii baliklardan elde edilmive esas ana parcalarina disekte
edilmistir. Aromataz aktivitesinin  6n beyinde (koku gsmcgl, telensefalon,
hipotalamus ve hipofiz) en yuksek diizeyde gldbulunmytur. Daha dilk dizeyler
orta ve arka beyinde 0Ozellikle beyincik ve medullaghptanmgtir. Ayrica incelenen
bdlge ne olursa olsun erkeklerdesildirden devamli olarak daha yiksek aromataz
aktivitesi (ortalama %60 ve daha yiksek) elde edilm Bu bolgeler 6zellikle

telensefalon, hipotalamus, hipofiz ve kok@gaocgl seklindedir (Gonzalez ve Piferrer
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2003). Japon bali beyninin, aromatize olma potansiyelindeki ster@itkileri ve
bunlarin mevsimsel @gimleri Gremede 6nemli bir rol ifade etmektedir ({Bak vd
1998).

Cogunlukla memelileri temel alarak yapilan galalarda aromataz aktivitesi beyin
ve karacgerde gosterilngtir (Simpson vd 1994). Kemikli baliklarla yuratilesaha
onceki birkac capmada, karagerin aromataz aktivitesi ve ifadesi acisindan riegat
oldugu bulunmgtur (Kwon vd 2001). Buna keaifik hepatik aromatazin vagh
memelilerde belgelerle ispat edignve hem olgun (Gonzélez 1992, Gonzalez ve
Piferrer 2003) hem de olguglaams sicanlarda (Katagiri vd 1998, Gonzalez ve
Piferrer 2003) da bulunngtur (Gonzélez ve Piferrer 2003). Kargei tim
omurgalilarda P450 enzimlerinin yiksek bglule bilinir, fakat dstrojen faaliyeti icin
tayin edilmg bir hedef olan yumurta yumurtlayan omurgallarddka organda
aromatazin kesin fonksiyonu acikgddir. Yesil kurbagada Rana esculenta) hepatik
aromataz, testesteronun dstradiolle démitinden sorumludur ve hepatik vitellojen
sentezinde yumurtaliktan salgilanan 06stradiole 1oldis tamamlayiciseklinde rol
oynadgl ileri surdlmgttr (Asisi vd 2000, Gonzélez ve Piferrer 2003). Bandurum
vitellojen sentezinin maksimum olgu Kasim ve Ocak aylari arasinda 6rneklenen
levrektede olmakta ve bu onun kaggminde gozlenen aromataz aktivitesinin vari

aciklamaktadir (Gonzéalez ve Piferrer 2003).

Aromataz aktivitesi cevresel kontaminantlar ile gidmektedir. Aromataz
ekspresyonu bazi dokularda esastir, fakat aronedisiresyonu ve aktivitesi steroidler
gibi ¢ssitli hormonlar, sicaklik ve mevsime §aolarak degisebilmektedir (Kitano vd
1999, D’Cotta vd 2001, Kishida ve Callard 2001)yBearomataziningysel dimorfik
dagilmi balikta fizyolojik olaylara ve cevresel duzerliklere ylksek derecede
duyarlidir. Cevresel kontaminantlar endokrin hesleflle etkileserek gey tayini ve
farkhlasmasini engelleyebilmekte ve Uremesdrasini azaltabilmektedir. Her iki
yetiskinde veya geysel farklilama sirasinda endokrin engellenmesi, memelilerde
dogurganlgin  azalmasi; yumurtadan c¢ikan slkarda anormal davraglar,
deformasyonlar ve daha kisasgma; suringenlerde sicaklikgoali esey tayini ile
popillasyon gy oranlarinda dgsiklige ve baliklarda erkeklerin gliesmesi ile
sonuclanir. Genital papillanigeysel fenotipinin 6stradiole maruz birakilan erketté

disi morfolojisine dongtugu gosterilmg, bunun deneylerde kullanilan 6stradiol
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konsantrasyonundan @ansiz, fakat muamele edilen sireye gibai oldugu
bulunmuytur (Melo ve Ramsdell 2001). Bunun yani sigayefarklilaggmasini etkileyen
cevresel faktorler arasinda en cok gllni sicakliktir. Yiksek sicagin amfibiler,
suringenler ve baliklar gibi birkag omurgalidgeye farklilsgmasini etkiledii
gosterilmitir (Chardard vd 1995, Blazquez vd 19®roiller vd 1999,Pavlidis vd
2000). Ancak genel olarak baliklarda sicakligibal esey belirlenmesi mekanizmasi
bilinmemektedir. keysel gekimin genk bir sekilde beyin-hipofiz-gonad eksenindeki
"feedback kontrol mekanizmasi” ile kontrol ed#idseklinde genel bir anlayivardir
(Pavlidis vd 2000). Siriingenlerde isesey steroidlerinin ve aromatazin sicaklik
bagiml esey belirlenmesinin temelini aciklamak icin kurulgn@ teorik model vardir.
Birincisinde sicaklik, androjen-0strojen orani ier etki edebilmekte ve buob
rediiktaz-aromataz aktivitesini etkileyebilmektedkincisinde ise sicaklik, aromataz
geninin transkripsiyonunu etkileyebilmekte ve buatamataz enziminin vagh veya
yoklugunu etkileyebilmektedir (Jeyasuria ve Place 1998 pBler vd 1999, Pavlidis vd
2000). Yihin c¢sitli zamanlarinda toplanmijapon balg beyin dokulari kullanilarak
aromataz aktivitesi 6l¢culmgii yazin ortalarinda spesifik enzim aktivitesinin @iguk
oldugu bulunmytur (Zhao vd 2001).

Omurgali beyinlerinde aromataz aktivitesigdaminin korunmyg oldugu géraltr,
cunki Ureme vesey karakterlerini kontrol etii bilinen 6n beyinde devamli olarak
yiksek konsantrasyonlarda yer atm (Balthazart ve Ball 1998)Ayrica beyin
aromatazinin, erkek baliklarin tGreme ile ilgili beybdlgelerinde dilerden daha
yuksek aktivite gostermesi, bazi kemikli baliklasgeysel olarak dimorfik oldgunu
gostermgtir (Melo ve Ramsdell 2001, Gonzalez ve Piferre020Goto-Kazeto vd
2004).Erkeklerin dgilerden daha yuksek aromataz aktivitesi gostermiiggerin tireme
kapasitesine ufgnalarinin daha uzun zaman almasindan dolayl olaktkdir
(Gonzalez ve Piferrer 2003). Beyin aromatazininoafotomik dgilimi ¢ balik
tirinde Porichtys notatus, Oncorhynchus mykiss ve Danio rerio (Forlano vd 2001,
Menuet vd 2003, Goto-Kazeto vd 2004) immunohistgkanaein situ hibridizasyon ile
calisiimistir. Biyokimyasal ve mikroanotomik catalar balik beyninde test edilgni
tum tdrlerin Greme kontroline dahil olan bélgeldenytiksek aromataz aktivitesinin
devamli olarak saptagini gostermgtir (Pasmanik ve Callard 1985, Borg vd 1987,
Timmers vd 1987, Andersson vd 1988/ayer vd 1991)Bundan bgka, yillik Greme
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evresi sirasinda veya gghle ilgili beyin aromataz aktivitesi Uzerine venil balikta
nadirdir. Tatli su levrg (Perca fluviatilis) ve kizilgézin Rutilus rutilus) eseysel olarak
olgunlasmams disilerinde beyin aromataz aktivitesiningeysel olarak olgunkamis
disilerde olgulenden 6nemli bir derecedesigki oldusu rapor edilmgtir (Noaksson vd
2001). Japon bainin beyninde yumurtlama sezonunda aromataz adgivén can alici
noktaya ulairken, tremenin inaktif oldtu donemde ise aromataz aktivitesi seviyesi

dismektedir (Gonzéalez ve Piferrer 2003).

Beyin aromataz aktivitesindeki ydagimh degisiklikler, treme ile ilgili oldigu
bilinen eey farklilggmasi ve ilk olgunluk hali olaylari referans noktaslarak
kullanilarak belirlenmitir. Bu nedenle aromataz aktivitesiseg farklilagsmasinin
tamamlandii 1 yillik genclerin beyinlerinde d&lgllngtive ilk kez yumurtlayan
yetiskinlerin beyin aromataz aktivitesi ile kaastiriimistir. Her iki durumda da (geng
ve yetiskin balik) Ornekler aromataz aktivitesini etkileylebek olasi mevsimsel
degisiklikleri elimine etmek icin yilin ayni zamanindaSubatta) toplannstir.
Yetiskinlerde genclerden 10 kat daha yuksek aromatayitaisi gozlenmgtir. Her iki
durumda da geyler arasinda onemli bir farkhlik gézlenmatiti (Gonzalez ve Piferrer
2003).

Baliklarda beyin aromatazinin gorevleri; 06strojeasaptorlerine ¢ok yakin
androjenin  Ostrojene aromatizasyonu, gonadotropadgilanmasi, seye 0zel
davranglarin belirlenmesi, yegkin esey karakterinin, erger@lin balangicinin ve
beynin geysel farklilgmasinin regulasyongeklindedir (Melo ve Ramsdell 2001).
Bununla beraber, beyin aromataz aktivitesinin ragyibnu ve énemi zayif bgekilde
anlaiimistir. Kemikli baliklarin beynindeki ylksek aromatasktivitesi dizeyleri,
duzenleyici yolaklarda énemli bir gérev ustlenmel¢ee ksenobiyotikler ile endokrin
sistemin engellenmesi ic¢in potansiyel bir hedef nkaktadir. Beyin aromataz
aktivitesinin  karakterizasyonu ve regulasyonu Urenfienksiyonunun kontrol
mekanizmasinin anjdmasi ve endokrin sistemin engellenmesinin taydiingesi icin
bir aractir (Melo vd 1999).

Endokrin engelleyiciler, endojen endokrin faktbeleantogonistik veya benzer
yollarda organizmalari etkileyen ekzojen kimyagdlia Bu kimyasallarin bazi etkileri,

Florida’da yg@un pestisitle kirletiimg Apopka nehrindeki timsahlarin carpik cinsiyet
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oranlari (Semenza vd 1997, Kuhl vd 200B)giltere ve Amerika’'daki @m pisligi
akintisina maruz kalmibaliklarda gey bozuklgu (White vd 1994 Folmar vd 2001,
Kuhl vd 2005) ve laboratuarda ksenoostrojenlereumdrirakiimg sazan (Kuhl vd
2005) ve medakada (Gronen vd 1999, Kuhl vd 200&)esimis testislerseklindedir
(Kuhl vd 2005). En cok callmis endokrin engelleyicileri, ¢cevresel Ostrojenler ve
ksenodstrojenlerdir. Bunlar vicutta 6strojene bgemebileenlerdir. ey fenotipi,
ureme sistemi morfolojisi ve merkezi sinir sistemineseysel farklilamasinin
gelisiminde Ostrojenlerin 6neminden dolayi 6zellilketikrigelisim asamalari sirecinde
cevresel ostrojenler ve anti-0strojenlere maruziyie¢yebilme oraninda gine, gonad
blyukliginde azalma, testis ve yumurtaliklarin geli ve tam gey dongumu gibi

erkek Ureme sisteminde@esa zararli etkilere sebep olabilmektedir (Kuhl vaD2p

Sonug olarak, aromataz enzimi yukarida bal@etiz gibi bircok metabolik ve
ureme glemlerinde merkezi 6neminden dolayr fazla dikkatkmggtir. Beyinde
aromataz tarafindan &strojenlerin sentezi (ndrofisiter), gekim esnasinda sey
farklilasmasinda ve s ye 0zel Ureme davrgmda, dolgan hormonlarin
organizasyonel ve aktivasyonel etkilerine araalderek kritik bir rol oynar (Melo ve
Ramsdell 2001). Yine 0&strojen hormonunun, meme weometrium kanserinin
olusumu ve gekimi olumsuz yonde etkilemesi kanser ginanalarindan edinilngi cok
onemli bir bilgidir. Dolayisiyla beyin aromataz émmnin karakterizasyonu ve
regilasyonu, dreme fonksiyonunun kontrol mekanizmasanlailmasi ve endokrin
sistemin engellenmesinin tayin edilmesi igin ba@olyturmaktadir. Cgtli dokularda
aromatazin vargnin ortaya konulmasi, aromatazin skastirmali endokrinolojisi ve
cesitli tarlerin fizyolojisinde aromatazin 6nemini amhamiza yardimci olacaktir.
Karsinojenik tumorlerin bircok @éi Ostrojen b@mhdir ve spesifik aromataz
inhibitorleri bu timorleri inhibe etmek icin ilagndistrisi tarafindan gittikge artan

oranlarda getiriimektedir.

1.6. Calsmanin Amaci

Calismalarimizda izmir Pinar balik Gretim tesislerinden kolaylikla mia
edebildgimiz cipura Garus aurata L., 1758) baliklari kullaniingtir. Clnki heniiz

Soarua aurata beyin ve karager aromataz aktivitesi Gzerine florometrik bir nuto
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herhangi bir catma yapilmamtir. Dolayisiyla bu ¢cagmada,Sparua aurata beyin ve
karacger dibenzilfloreseinO-debenzilaz (DBFOD) enzimini kgfastirmali olarak
karakterize etmek amaciyla, yeni bir florometribsuat olan dibenzilfloresein (DBF)
icin reaksiyon keullarinin optimize edilmesi, enzim kinetiklerinirayin edilmesi,
DBFOD aktivitesinin beyin ve karag@r dsinda testis, dalak, kalp, bobrek, ince ve
kalin bairsakta bulunup bulunmaginin belirlenmesi ve sonuc¢ta aromataz enziminin
DBF ile in vitro 6lculebilirliginin kanittanmasi ayrica gidi olagan bitkisel gidalarin

muhtemel inhibitor olgturma kapasitelerinin belirlenmesi amaclagtmi
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Materyaller
2.1.1. Deney hayvani

Spoarus aurata Vertabrata filumunun Osteichthyes sinifina aif§parus aurata’ nin
sistematii ve genel gorungii Tablo 2.1 veSekil 2.1’de verilmtir.

Genellikle tropikal, subtropikal ve iliman ¢aklarda yayilim gdsteren cipura deniz
fenogramlarinin bulundiw kumlu—camurlu ve ¢amurlu ortamlardasg@anini strdurdr.

Bunun yani sira nehigalarina ve laginer boélgelere de girer (WEB_2).

Tablo 2.1Sparus aurata’nin sistemagii.

Superalem Eukaryota

Alem Animalia

Filum : Vertabrata

Altfilum . Pisces

Sinif Osteichthyes

Takim ‘Perciformes

Alttakim : Percoidei

Aile Sparidae

Cins : Sparus

Tar Sparus aurata (Linneaus, 1758)

Ulkemizde daha ¢ok giiney sahilleri ve Ege kiyildairyayilim gosterir. 30-50
gram olanlari ince lidaki, 100 gram olanlari lidakD0—180 gram olanlari kaba lidaki,
200 ve Uzeri g@rhkta olanlar da cipura olarak adlandirlir. Oy& arasi gipuralarin
mide icerikleri incelendinde bu ttrin karnivor bir form olgu ve 6zellikle ergin
bireylerin Crustacea ve Mollusca familyasina aietlie beslendii ortaya ¢ikmgtir.
Sirt yukseklgi fazla olup lateralden yassghais simetrik bir yapiya sahiptir. Bairi,
burun kiit ve giz terminal konumlu olup diizdir. Ust dudak, alt afied oranla daha
kalin olup g6zun bgadig noktanin paralelinde biter. Gozler orta derecgel@mistir.
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G0z cukuru 6nundeki mesafe, gbz capindan en &aikdaha uzundur. Gozler arasinda
V seklinde yildizsi bir bant vardir (WEB_2).

Sekil 2.1 Sparus aurata.

Operkulum ve prooperkulum pullarla kaphdir. Yar@kgi hafif eimli olarak
operkulumdan kaudal ylzgece kadar kesintisiz oldealam eder. Yanal cizgi Gzerinde
73-85 adet pul bulunur. Dorsal ylzgec¢ anal yuzgedtha uzundur. Pektoral ylizgec
anlse kadar uzanir. Kaudal ylizgec homoserk yapidRénk dorsalde gri-esmer,
ventralde gumgidir. Pektoral ylzgecin dorsalinde ve operkulum rimmke kirmizi-
meneke renkli bir leke karakteristiktir (WEB_2).

Hermafrodit 6zellik gosteren cipuralar 8. aylariraaryum olgumlariyla birlikte
disi Ozellik gosterirler. 12. ayda Uremenin ilk sezoda tim bireyler erkek
karakterdedir. Gonadin ventralinde olgun testikilielirir. Gonadin di kisminda ise
hicbir gelsme gbzlenmez. 24. aydaki baliklarin ikinci Gremaymelunda ise bireylerde
erkeklikten dgilige gecgs sO6z konusudur. Bu doénemde gonadlarda belirgin bir
olgunlgsma gozlenmektedir. Bu cinsiyet gg@mi ani olmamakla birlikte 6zellikle 3.
yastaki bireyler intersex 0Ozeflindedir. Ancak bu cinsiyet g@e&imi populasyonun
tamaminda d&l sadece yakkak olarak %80’inde gozlenmektedir ki kalan %20’lik
oran populasyonun ve devamininglsaabilmesi igin genetiksel bir emniyet marji
olarak nitelendirilebilir. Bu tip bir cinsiyet geimine protandrik hermafroditizm adi
verilmektedir. Batin bu dgsimlere genetik ve cevresel faktorler ile beslenme
Ozellikleri etki yapmaktadir (WEB_2).

Cipuralarin tUreme periyodu ulkemizde Ekim-Aralik laay arasinda olup
yasayabilecekleri sicaklik argh 3-34 °C, tuzluluk dgeri ise %05-40 olarak
belirtilmistir. %01 tuzlulygga kadar ysayabildikleri Chervinski ve Chanin (1985)

tarafindan bildirilmgtir. Genellikle 5-25 m arasi derinliklerde yayiligosterirler.
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Yaglari ilerledikgce derinlerde wamayi tercih ederler. Bunun igin dalyan alanlarinda
ergin bireylere rastlanmaz. Yaz aylarinda 0,5-9amntige kadar olan gisulara gir
yapan cipuralar, kiaylarinda 35-40 m derigle kadar inerler. 2 wan1 aan bireyler
daha da derin sulara inebilmektedirler. Maximumlanoy70 cm’ye ulgan cipuralarin
ortalama uzunluklari 25-40 cm arasindadir (WEB_2).

Cipuralarin fizyolojisi ve biyolojisi Gzerine yapn calsmalar dger tirlere oranla
daha azdir. Laboratuagartlarinda capmalarin zorlgu ve cipura bainin kaltar
kosullarinda dretiminin oldukga gug¢ olmasi bu turlgilil arastirmalari olumsuz
etkilemistir (Freddi vd 1981, Camus ve Koutsikopoulos 198dndler ve Helps 1985).

2.1.2. Kullanilan kimyasallar

Agaroz (A-5093), akrilamit (A—3553), amonyum pefatil(APS; A-3678), 5-
bromo-4-kloro—3-indol fosfat (BCIP; B-6149),g81 serum albumin (BSA; A7906),
brom fenol mavisi (B-0126), dibenzilfloresein (D7}9 etidyum bromid (E8751),
etilen diamin tetraasetik asit disodyum tuzu (EDEA5134), florescein (32615), folin
reaktifi (F-9252), glisin (G—7126), gliserol (15524, N'-metilen bis-akrilamid (BIS;
M-7256), B-nikotinamid adenin dindkleotid fosfap3-NADPH; N-7505), kalsiyum
klortr—2-hidrat (12022), nitro blue tetrazolyum (NBN-6876), fenil metan sulfonil
florid (PMSF; P- 7626), sodyum potasyum tartarat®& 7), tris (T—-1378), N,N,N',N'-
tetrametilen diamin (TEMED; T-8133), Sigma Chemic&dmpany (Saint Louis,
Missouri, USA)'den elde edilrgiir. Bakir sulfat pentahidrat (61240), coomassie
pirlanta mavisi R—250 (27816), cinko klortr (96468)N-dimetil formamid (40225),
Mutlak Etanol (32221), gliseraldehit 3-fosfat delojgnaz (49830), izopropil alkol
(24137), katalaz (60630), metanol (3486@)merkaptoetanol (63690), sitokrom c
(30400), sodyum karbonat (31432), sodyum kloriAgB3, sodyum hidroksit (06203),
tris (33742), yumurta albumini (05438), Fluka Chen(GmbH Industrie Strasse 25
CH-9471 Buchs/Switzerland)'den elde edgtmi Asetonitril (1.00030), dietanolamin
(DEA,; 8.03116), dimetilsulfoksit (DMSO; 2951), haklorik asit (1.00314), potasyum
monohidrojen fosfat (1.05101), potasyum dihidrojesfat (1.04873), sodyum dodesil
sulfat (SDS; 13460), Triton X-100 (11869) E. Mef@karmstadt, Germany)'den elde
edilmistir. Mikro-midi total RNA izolasyon sistemi (1218848) ve RT-PCR Kkiti
Invitrogen (Carlsbad, CA 92008 USA)'den elde edjtini Testosteron (Sustanon 250),
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sut tozu (Pinar). Kullanilan ger tim kimyasallar mumkin olan en yiksek dizeyde
analitik saflikta elde edilngiir.

2.2. Metotlar
2.2.1. Canlilarin temini

Calsmalarimizda kullanilan ¢ipura Sgarus aurata) baliklari Karaburun
Yarimadasina kurulmu Cesme, Ildirt kdyl mevkisindeki Pinar balik Gretimisasden
canli olarak elde edildi. Baliklar 20-24 aylik olagirliklari 250-350 gr arasinda
degismekteydi. Canl olarak yakalanan cipura baliklanz kistinde sirt kismindan
omirilikleri kesilerek olduruldi. Dokular (beyinakacger, testis, dalak, kalp, bobrek,
kalin bairsak ve ince barsak) baliklardan disseksiyoglémi ile alinarak buz Ustline
konuldu ve 6nce gmk distile su daha sonra dags@& fizyolojik serum ile yikanarak
dokularin kani uzakkrldi. Dokular aliminyum folyo ile sarilip etikeherek sivi
azotta donduruldu. Taze dondurufnaokular sivi azot igerisinde Denizli'deki
universitemiz laboratuarina getirildi ve -80 °C Na&Nuéire Ultralow Freezer NU-
6382E 2100 Fernbrook lane Ploymouth, MN 55447)rdéandurucuya kaldirildi.

2.2.2. Mikrozomal fraksiyonlarin hazirlanmasi

Laboratuarda etiketli aliminyum folyolara sarilkdéar -80 °C derin dondurucudan
cikartilarak hemen buz Uzerine alindi. Dokulagusodistile suda yikandiktan sonra
5’er gramhk olacaksekilde tartildi. Bundan sonraki butiglemler buz Uzerinde
gerceklatirildi. Dokular makas ile kicuk parcalara ayrilddiyillan dokulara 3 mM
EDTA, 0,3 mM PMSF, 0,15 mM BHT, %10 gliserol, 50 mM potas fosfat tamponu
(KPi), pH 7,50 ve260,1 Triton X—-100dg¢eren homojenizasyon ¢ozeltisi dokgiraginin
3 kati kadar eklenerek buz icine oturtugnwlan Potter-Elvehjem cam-teflon
homojenizatérde homojenizasyoglemi uygulandi. Homojenizasyornslémi teflon
tokmak cam tip icinde 10 kezagi-yukarisekilde hareket ettirilerek ve dakikada 2600
donis yapacaksekilde cevrilerek gercelgarildi. Teflon cubigun dondurilmesislemi
matkap (Skill 6375 550 watt) kullanilarak yapildi.

Fraksiyon eldesi calmalari bolim laboratuarimizda optimize edimolan
Shenkman ve Cinti (1978) metoduyla yapgmm Elde edilen homojenat, hicresel
kalintilar uzaklatirmak tzere Hermle Z323K (220.80.V03 rotor, Herioddoortechnik
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GmbH Gosheimer Str. 56 D-78564 Wehingen, Germamgutmall santrifij
kullanilarak 12000 g de 25 dakika santriftj edildi. Stpernatant ciftlikateril sarg!
bezinden suzllerek peletten aunldi. Elde edilen fraksiyonda pelet atildi, stisgant
ise hacminin 0,5 kati gok 0,16 M CaCl eklenmesi ile 20000gxde 75 dakika santrif(j
edildi. Sivi sitozol kismi elle homojenize edilgppendorf tiplere sé hacimlerde
konularak etiketlendi ve -80 °C derin dondurucudklandi. Kalan mikrozomal pelet,
sogsuk homojenizasyon c¢ozeltisi ile yikanarak 200@0de 75 dakika tekrar santrifij
edildi. Cikan supernatant dokulerek peletgldragic doku giriginin 1 katt 50 mM
KPi, pH 7,50, 2 mM EDTA, %18 gliserol icerengsix siispansiyon tamponu eklendi
ve elle homojenize edilip eppendorf tiplergt éhacimlerde konularak -80 °C derin

dondurucuda saklandi.
2.2.3. Protein miktar tayini

Cipura dokularindan elde edilen mikrozomal fraksigoin protein miktari tayini,
BSA (sgir serum albiimin) standart olarak kullanilarak Lpwd (1951)’e gore yapildi.
1:200 oraninda seyreltilgiolan mikrozomlar test tuplerine 0,1 ml'den 0,5 yal
degisen hacimlerde alindi ve son hacim deiyonize distilgle 0,5 ml'ye tamamlandi.
Sonra %2’lik bakir sulfat, %2’lik sodyum potasyurartarat ve %?2’'lik sodyum
karbonat iceren 0,1 N NaOH’in 1:1:100 oraninda skaasiyla olgan 2,5 ml alkali
bakir reaktifi ile kagtinldi ve oda sicakfinda 10 dakika inkiibe edildinkiibasyon
sonunda, deiyonize distile su ile 1:1 oraninda eéimis olan Folin reaktifinden her
bir tipe 0,25 ml ilave edildi. Folin reaktifini kay koymaz hemen katirildi ve 50
°C’lik sicak su banyosunda 10 dakika inkiibe edi@lusan renginsiddeti her bir tiip
icin 660 nm’de koére kar dl¢culd.

2.2.4. S. aurata mikrozomal Dibenzilfloresein O-debenzilaz (DBFOD) aktivite

tayini

HazirlananS aurata mikrozomlarinda beyin ve karager dibenzilfloreseinO-
debenzilaz (DBFOD) aktiviteleri DBF substrati kuliarak florometrik metotla tayin
edildi. DBF ve NADPH her ¢calmada taze olarak hazirlandi. Standart olarak feones
kullanildi. 10 ml floresein standardi hazirlamakni¢l6,6 mg floresein 10 ml
dimetilsiilfoksit (DMSO) icinde ¢ozildi (0,5 mM). @liik kullanim icin 1x16 kez

seyreltildi (0,5 uM). Floreseinin eksitasyon ve syain spektrumlari belirlendi. Bu
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metod DBF’in DBFOD tarafindan NADPH vaginda floreseine ylkseltgenmesi
sonucu olgan sarl rengin 485 nm eksitasyon ve 512 nm emisialga boylarinda

florometrik olarak dlcimune dayanmaktadiekil 2.2).

Eksitasyon ve emisyon spektrum ¢ekimi icin, 12%00 mM KPi tamponu pH 7,5,
40 pl 0,5 uM floresein, 335 ul distile su ve 600 1uN NaOH reaksiyon tlpinde
karistirtlip 37°C sicaklikta 2 saat inkiibasyonun ardindan Carp&el(Varian Ltd., 28
Manor Road, Walton-on-Thames, Surrey KT12 2Qf, Bnd) Florometre’de okundu.

7
&A# QTfj[.DE’Fj’C DEFOD O ’ ‘ ;
= = E-I'" > P
,D'wo*‘“& = / \\ COOH
&/L Q NADPH, H' NADP? O
Dhbenzlfloresem (DEF) Floresem
Op Hp0

Sekil 2.2 DBFOD aktivitesinin DBF kullanilarak tayini.

Tablo 2.2 ve 2.3'de verildi gibi tipik reaksiyon ortami 0,5 ml hacimde beleh
hacimlerde 100 mM KPi tamponu, 0.2 mM NADPH, miksoml protein ve 2 uM
DBF kullanilarak hazirlanngtir.

Tablo 2.2 Tipik beyin DBFOD aktivite dlgum kaguminin igergi.

Stok c¢ozeltiler Eklenen hacim (ml)|  Son konsantrasyo
400 mM KPi tamponu, pH 6,50 0,125 100 mM
10 mM NADPH 0,010 0,2 mM
Mikrozomal protein (1mg/ml) 0,020 20 ug
20 pM DBF 0,050 2 uM
Distile su 0,295 -

Toplam 0,5 )
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Tablo 2.3 Tipik karacger DBFOD aktivite 6lgim kagiminin igergi.

Stok c¢ozeltiler Eklenen hacim (ml)|  Son konsantrasyo
400 mM KPi tamponu, pH 8,25 0,125 100 mM
10 mM NADPH 0,010 0,2 mM
Mikrozomal protein (1mg/ml) 0,040 40 ug
20 uM DBF 0,050 2 UM
Distile su 0,275 -
Toplam 0,5 -

Tablo 2.2 ve 2.3'de verilen tipik reaksiyon kamina gore tlplere 100 mM KPi
tamponu, 0,2 mM NADPH, mikrozomal protein ve destdu eklenip kagtinldi ve
tipler 30°C’de 5 dakika inkiibe edildi. Ardindan tiplere 2 |DBF eklenerek 36C
de, 30 dakika calkalamali su banyosunda inkubedieditkiibasyon suresi sonunda
reaksiyon tuplerine 0,6 mL 1N NaOH eklenerek reaksisona erdirildi. Daha sonra
karisim eppendorf tlplerine transfer edilerek 120@0de 15 dakika santrifij edildi.
Sonucta 1 mL slpernatant yeni tiplere transfeeezkl renk olgumu igin 2 saat 37C
sicaklikta inkibasyonun ardindan Cary Eclipse Fiaine’'de 485 nm eksitasyon ve

512 nm emisyon dalga boylarinda koreskakundu.
2.2.5. DBFOD aktivitesinin S. aurata mikrozomlarinda karakterizasyonu

S aurata mikrozomlarinda beyin ve karaer DBFOD aktivitesinin protein miktart,
pH, sicaklik, zaman ve substrat (DBF) miktar ilegisimi incelendi ve optimum

degerleri tespit edildi.
2.2.5.1. DBFOD aktivitesi tizerine protein konsan@syonu etkisi
2.2.5.1.1. Beyin DBFOD aktivitesinin protein konsantrasyonu ile desisimi

Tablo 2.2'de verilen reaksiyon keimi 5, 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 125, 150,
200, 250 ve 300 pglacaksekilde farkl protein konsantrasyonlarinda teknadliave S.
aurata mikrozomlarindaki DBFODaktivitesinin protein miktari ile etkikmi tespit
edildi.



33

2.2.5.1.2. Karacger DBFOD aktivitesinin protein konsantrasyonu ile degisimi

Tablo 2.3'te verilen reaksiyon kammi 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 125, 150, 200,
250 ve 300 pg olacakekilde farkli protein konsantrasyonlarinda teknadlave S
aurata mikrozomlarindaki karager DBFOD aktivitesinin protein miktari ile etkgleni
tespit edildi.

2.2.5.2. DBFOD aktivitesi tizerine pH etkisi
2.2.5.2.1. Beyin DBFOD aktivitesinin pH ile degisimi

Tablo 2.2’de verilen reaksiyon keami pH’si 6,25, 6,50, 6,75, 7,00, 7,25, 7,50,
7,75 ve 8,00 olan 0,4 M KPi tamponu kullanilarakd'ip beyin DBFOD aktivitesi

Uzerine olan etkisi incelendi.
2.2.5.2.2. Karaciger DBFOD aktivitesinin pH ile degisimi

Tablo 2.3'te verilen reaksiyon kammi pH’sI 6,50, 6,75, 7,00, 7,25, 7,50, 7,75,
8,00, 8,25 ve 8,50 olan 0,4 M KPi tamponu kullaraka pH'in karagier DBFOD

aktivitesi Uzerine olan etkisi incelendi.
2.2.5.3. DBFOD aktivitesi Uzerine inkiibasyon sicakginin etkisi
2.2.5.3.1. Beyin DBFOD aktivitesinin inkiibasyon sakligi ile degisimi

Tablo 2.2'de verilen reaksiyon kaimi 5 °C, 10 °C, 15 °C, 20 °C, 25 °C, 28 °C, 30
°C, 33 °C, 35 °C, 40 °C, 45 °C ve 50 °C gibi onfakkli sicakhkta 30 dak inkube

edilerek sicakfiin DBFOD aktivitesi Gizerine olan etkisi incelendi.
2.2.5.3.2. Karagger DBFOD aktivitesinin inkiibasyon sicaklgi ile degisimi

Tablo 2.3'te verilen reaksiyon kammi 5 °C, 10 °C, 15 °C, 20 °C, 25 °C, 28 °C, 30
°C, 33 °C, 35 °C, 40 °C, 45 °C ve 50 °C gibi onfakkli sicakhkta 30 dak inkibe

edilerek sicakfiin DBFOD aktivitesi Gizerine olan etkisi incelendi.
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2.2.5.4. DBFOD aktivitesinin zamanla desisimi
2.2.5.4.1. Beyin DBFOD aktivitesinin zamanla dgsimi

Tablo 2.2'de verilen reaksiyon keimi 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 ve 50
dakika gibi on farklh zaman suresince 30 °C si&dkliinkibe edilerek DBFOD
aktivitesinin zamana kairdezisimi ve ne kadar siure gousallik gosterdii tayin edildi.

2.2.5.4.2. Karagger DBFOD aktivitesinin zamanla degisimi

Tablo 2.3'te verilen reaksiyon kammi 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 ve 50 dakika
gibi on farkli zaman suresince 30 °C sicakliktaibe edilerekDBFOD aktivitesinin
zamana kar degisimi ve ne kadar sure gousallik gosterdii tayin edildi.

2.2.5.5. DBFOD aktivitesi Uzerine substrat konsamisyonunun etkisi
2.2.5.5.1. Beyin DBFOD aktivitesinin substrat korentrasyonu ile degisimi

Tablo 2.2'de verilen reaksiyon kagimi 0,2 ile 3 uM arasinda gigen DBF
konsantrasyonlari kullanilarak inkibe edildi ve Q[HPF aktivitesinin substrat
konsantrasyonu ile giousalligl ve substrat doyum kingticalisildi.

2.2.5.5.2. Karagger DBFOD aktivitesinin substrat konsantrasyonu ile dgisimi

Tablo 2.3'teverilen reaksiyon kagimi 0,2 ile 2,4 uM arasinda gigen DBF
konsantrasyonlari kullanilarak inkibe edildi ve Q[HPF aktivitesinin substrat
konsantrasyonu ile giousalligl ve substrat doyum kingticalisildi.

2.2.5.6. Sparus aurata mikrozomal DBFOD aktivitesi Gizerine in vitro testosteron
etkisi

Beyin ve karagier DBFOD aktivitesi Uzerine inhibitdr etkisi, testeron
kullanilarak ¢akildi.

2.2.5.6.1. Beyin DBFOD aktivitesi Uzerinén vitro testosteron etkisi tayini

0,86 M stok testosteron, pH'l 6,50 olan KPi tampdatseyreltilerek gunlik ¢ozelti
hazirlandi (1,44 pM). Her camada taze olarak hazirlanan c¢oOzeltiden son
konsantrasyonu 12,5 nM, 25 nM, 37,5 nM ve 50 nMcakasekilde Tablo 2.2'de
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verilen reaksiyon ortamina eklendi ve 5 dak’lik iablasyon sonrasinda substratin
ilavesi ile balayan reaksiyon 0,6 mL 1N NaOH eklenmesiyle sordirigi. Daha
sonra kagim eppendorf tuplerine transfer edilerek 120@0de 15 dakika santrifij
edildi. Sonugta 1 mL stpernatant yeni tiplere fiansdilerek renk olgumu icin 2 saat
37 °C sicaklikta inkiibasyonun ardindan Cary Eclipsedrietre’de 485 nm eksitasyon
ve 512 nm emisyon dalga boylarinda korleresikakundu. Tespit edilen testosteron
konsantrasyonlarinin 6 farkl substrat konsantraggda enzim aktivitesi tUzerine etkisi

calisildi ve inhibisyon kinetikleri ¢ikarildi.
2.2.5.6.2 Karaciger DBFOD aktivitesi tizerinein vitro testosteron etkisi tayini

0,86 M stok testosteron, pH’l 8,25 olan KPi tampdatseyreltilerek gunlik ¢ozelti
hazirlandi (8,6 uM). Her camada taze olarak hazirlanan cozeltiden son
konsantrasyonu 25 nM, 50 nM, 100 nM, 150 nM ve 200 olacaksekilde Tablo
2.3'de verilen reaksiyon ortamina eklendi ve 5 tkkhkibasyon sonrasinda substratin
ilavesi ile baglayan reaksiyon 0,6 mL 1N NaOH eklenmesiyle sordiriédi. Daha
sonra kagim eppendorf tuplerine transfer edilerek 120@0de 15 dakika santrifij
edildi. Sonugta 1 mL sUpernatant yeni tiplere fiamadilerek renk olgumu icin 2 saat
37 °C sicaklikta inkiibasyonun ardindan Cary Eclipsedaetre’de 485 nm eksitasyon
ve 512 nm emisyon dalga boylarinda koérlereskakundu. Tespit edilen testosteron
konsantrasyonlarinin 6 farkl substrat konsantraggda enzim aktivitesi Uzerine etkisi

calisildi ve inhibisyon kinetikleri ¢ikarildi.
2.2.6. Mikrodalga ekstraksiyonu

Mikrodalga ekstraksiyogalismalari bolum laboratuarimizda optimize ediralan
Hong vd (2001)e go6re yapilgtir. Calsmalarimizda semt pazarlarindan ve
marketlerden temin edilen @an bitkisel gidalar (naneMentha piperita; tere,
Lepidium sativum; karalahana,Brassica oleraceae acephala; dut, Morus alba;
kazaya!, Chenopodium sp.; i1sirgan,Urtica dioica; ogulotu, Melisa officinalis; afyon,
Papaver somniferum; gelincik, Papaver rhoeas, enginar,Cynara scolymus, pancar,
Beta vulgaris; defne,Laurus nobilis; dereotu Anethum graveolens; roka, Emca sativa;
karahindiba;Taraxacum sp.; maydanozPetroselinum crispum; pazi,Beta vulgaris var.
cicla; aci sarmg@k, Tamus communis; tatl sarmak, Asparagus acutifolius; sumak,

Rhus coriaria; feslezen, Ocimum basilicum; kuzu kul&i, Rumex sp.; safran,Crocus
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sativus; kekik, Thymus vulgaris, ebegiimeciMalva sylvestris, pirasa,Allium porrum;
biberiye,Rosmarinus officinalis; 1IspanakSpinacia oleracea; susamSesamum indicum;
kereviz, Vitex agnus) kullaniimstir. Gidalar 40-45°C sicaklikta pasteur firininda
(BINDER) kontrollii olarak kurutuldu. Kurutulan gida mutfak robotuyla (Woulinex-
FP185) @utuldu. 0,5 gr pargalanghgida 50 ml’lik erlende tzerine 2 ml metanol ve 8
ml distile su eklendikten sonra calkalandi ve milaiga firininin (SHOV-M7017P-A)
disUk guciunde 1 dak tutuldu veia kaynamayi 6nlemek icin hemen calkalanarak buz
Uzerine 1 dak sumasi beklendi. Buslem her gida icin 5 kez tekrarlandi. Ekstraktlar
125 mm’lik Whatman #1 (Schleicher & Schuell) fillkégidindan stizuldi ve eppendorf
tlplerine transfer edilerek 120@@ de 15 dakika santrifiij edildi. Qdan stipernatanttan
50 pl Tablo 2.2 ve 2.3'te verilen reaksiyon ortamieklendi ve 5 dak’lik bir 6n
inkiibasyon sonrasinda Bolum 2.2.4'te tanimlgndibi DBFOD aktivitesi Ol¢ulerek
olagan bitkisel gidalarin mikrozomal beyin ve kaggei DBFOD aktivitesi Uzerine
etkisi calgildi.

2.2.7. SDS-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAJE)

Poliakrilamid jel elektroforezi (PAJE) iyonik defan sodyum dodesil silfat (SDS),
varhginda Laemmli (1970) tarafindan tanimlagralan kesintili bir tampon sisteminde
%8,5 ayirma ve %4 sgirma jellerinde yapilngtir. sgir siuti o-laktalbumini (M
14,200), soya fasulyesi tripsin inhibitéri (®0,100), siir pankreas tripsinojeni (M
24,000), gtir karbonik anhidrazi (M 29,000), tayan kasi gliseraldehit—3-fosfat
dehidrojenazi (M36,000), yumurta albumini (Mt5,000) ve $ir albumini (M 66,000)
molekiler girlik standartlar olarak kullanilgtir. SDS-PAJE’in detaylari sagida

verilmistir.
2.2.7.1. Stok c¢ozeltiler

2.2.7.1.110X elektrot tamponu (25 mM Tris, 192 mM Gilisin, pH8,30)

30 g Tris ve 144 g glisin distile suda ¢ozuldli w& $racim 1 It'ye tamamlandi.
Tamponun pH’si asit veya bazla ayarlanmadi. Tankutlanimdan énce 1 It tampona

1 g SDS eklenerek 10 kez sulandirilarak kullanildi.
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2.2.7.1.2. Stok aystirma jel tamponu (1,5 M Tris-HCI, pH 8,80)

18,15 g Tris yaklgk 60 ml distile suda ¢ozuldd, pH’s1 10 M HCI ileB& ayarlandi

ve son hacim 100 ml'ye tamamlandi.
2.2.7.1.3.Stok sikstirma jel tamponu (1 M Tris-HCI, pH 6,80)

6 g Tris yaklaik 40 ml distile suda ¢ozuldl, pH’si 10 M HCI ilegB& ayarlandi ve

son hacim 100 ml'ye tamamlandi.
2.2.7.1.4.Stok jel ¢ozeltisi (Akrilamid-BIS, %30 T, %2,67 C)

29,2 g akrilamid bir miktar distile suda ¢6zuld()8 @ BIS (Bis-akrilamid) eklendi
ve ¢Ozelti distile su ile 100 ml'ye tamamlandi. Badonra ¢ozelti kaba filtre g&indan
suzuldd. %T toplam akrilamid monomer konsantrasyonuylizdesini gosterir ve %C

asagida gosterildii gibi capraz bglanan monomer konsantrasyonunu tanimlar.
%T= (g Akrilamid + g BIS/toplam hacim) x 100
%C= (g BIS/g Akrilamid + g BIS) x 100

2.2.7.1.5.%10 SDS

10 g SDS isitilarak distile suda ¢6zuldi ve sonnhd®0 ml'ye tamamlandi.
2.2.7.1.6.%10 Amonyum persitlfat (APS)

0,1 g amonyum perstlfat 1 ml distile suda coziuldér seferinde taze olarak

hazirlandi.
2.2.7.1.7.4X numune seyreltme tamponu

%8 SDS, %40 gliserin, %2@-merkaptoetanol ve %0,01 bromfenol mavisi iceren
0,25 M Tris-HCI (pH 6,80) Tablo 2.4'te verilen cdidlerin belirtilen hacimlerde
karistirilmasi ile hazirlandi. Tamponun pH’sI son hacitamamlanmadan 6nce 1 M
HCl ile 6,80’e titre edildi.
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Stok ¢ozeltiler Eklenen Hacim (ml)
1 M Tris-HCI (pH 6,80) 2,5
Gliserin 4,0
B-merkaptoetanol 2,0
SDS 089
Bromfenol mavisi 1,0 mg
Toplam Hacim 10

2.2.7.1.8. Stok molekuler grlik standart ¢cozeltileri

Molekuler a&irlik standart proteinlerini iceren SDS7gssisutla-laktalbumini, soya

fasulyesi tripsin inhibitorl, §ir pankreas tripsinojeni, @ karbonik anhidrazi, tgan

kasi gliseraldehit—3-fosfat dehidrojenazi, yumuatbumini ve stir albumini) kendi

sisesinde 0,4 ml 4X numune sulandirma tamponu ve 1 &eml ultra saf su icinde 10

saniye kawtirilarak cozildi. Stok cozelti eppendorf tipleré @l olacaksekilde

dagitildi ve -20 °C derin dondurucuya kaldirildi.

2.2.7.1.9. Jel polimerizasyon c¢o6zeltilerinin hazZ@nmasi

Ayristirict ve sikstirict jel solisyonlari Tablo 2.5°'de belirtiigli gibi verilen

miktarlarin kargtirilmasi ile verilen sirayla kullanimdan hemen &heazirlandi.

Tablo 2.5SDS-PAJE aystirici ve sikstirici jellerin formulasyonlari.

icerik Ayristirict Jel (%8,5) Sikistirici Jel (%4)
(0,375 M Tris, pH 8,80) | (0,125 M Tris, pH 6,80)
Jel Cozeltisi(ml) 8,5 15
Distile Su (ml) 13,55 5,88
Ayristirict Jel Tamponu (ml 7,5 -
Sikstirict Jel Tamponu (ml) - 2,5
%10 SDS (ml) 0,4 0,16
%10 APS (ml) 0,15 0,065
TEMED (ml) 0,015 0,012
Toplam Hacim 30 10
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2.2.7.2. Prosedur

2.2.7.2.1.Jelin hazirlanmasi

Poliakrilamid slab jelleri, jel sandviginin hazmimasi ile The Emperor Penquin
Water Cooled Dual Gel Electrophoresis System M&®8S (Owl Separation Systems,
Inc. Portsmouth, NH USA) elektroforez sistemi kollarak gerceklgtirildi. ilk once
jel sandvici temiz ve diz bir zemin Gzerinde 6nee@rucamin (14 x 16 cm), bunun
uzerine 0,8 mm’lik teflon ayiricilar ile sabitleyiglastik levhanin ve son olarakda kisa
camin (12,5 x 16 cm) Ust uste yatiBlmesiyle oluturuldu. Bunu, sandvigin sisteme
oturtularak vidalarla siktirilmasi ve sandvicin oturtulgu tabandaki kuyugia %2’lik
agaroz dokulerek sisteme sabitlenmesi izledi. Dadraa ayutirici jel polimerizasyon
solisyonu Tablo 2.5'de belirtilen oranlarda hanal@ak sandvi¢ icindeki ¢dzeltinin
istenilen yiksekfie (8—9 cm) ulgincaya kadar 10 ml'lik bir pipet yardimi ile teflon
ayiricilarin bir k@esinden jel sandvigin icine gau transfer edildi. Ucu bukulngu
igneli bir sirnga kullanilarak, diz bir jel ylzey glumunu sglamak icin nazikce
bosluklarin bir k&esinden fkirtiimak suretiyle jel polimerizasyon solisyonunun
ylzeyi yaklgik 0,1 cm kalinlginda bir izopropil alkol tabakasiyla kaplandi. Jel
sonradan oda sicaginda 15-20 dak sureyle polimerizasyona birakildi.
Polimerizasyondan sonra alkol tabakasi tamamaaltodi ve hazirlanan sitirici jel
polimerizasyon solisyonu 5 ml'lik pipet kullanil&araandvic tamamen dolana kadar bir
teflon ayiricinin kgesinden jel sandvicinin icine dokuldd. Stkuci jel eklendikten
sonra 15 tane gliiceren 0,8 mmlik teflon tarak, tagean disi icinde hava kabargi
kalmayacaksekilde sikstirici jel polimerizasyon sollisyonu katmanina ygilidi.

Polimerizasyon oda sicaginda yaklaik 30 dak’da tamamlandi.
2.2.7.2.2. Orngin ve molekiler ggirlik standartlarinin hazirlanmasi

SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi igifparus aurata beyin, karagier, testis, kalp,
dalak, bobrek, ince lgasak ve kalin barsak mikrozomlari kullanildi. Analiz edilecek
proteinlerden alinan bir 6rnek 4X numune seyreltamponu ile 3:1 oraninda (3 kisim
ornek ve 1 kisim tampon) seyreltildi ve sicak soylogsunda 2 dakika stre ile kaynar
suda kaynatildi. Kullanilan SDS7 molekulgirak standardi da 2 dak sireyle sicak su

banyosunda kaynatildi.
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2.2.7.2.3.0rneklerin yuklenmesi

Teflon tarak dileri yirtmadan dikkatlice siktirici jelden cikarildi. Kuyucuklarger
varsa herhangi bir hava kabanon uzaklgtirmak igin ince gneye sahip bigiringa
kullanilarak elektrot tamponu ile dolduruldu. Das@nra blok alt ve Ust rezervuarlari
elektrot tamponu ile dolu olan elektroforez tankyealestirildi.

Uygun igneli bir Hamiltonsiringasi kullanilarak 20 ul (120 (Sparus aurata beyin,
karacger, testis, kalp, dalak, bobrek, ince glvaak ve kalin barsak
mikrozomlarindan) protein drneklerinden ve 10 pllekdler &irlik standartlarindan
kuyucuklarin tabaninda ince bir katman olagakilde kuyucuklara yuklendi.

2.2.7.2.4.Elektroforetik ayri stirma

Sistem Thermo EC 1000-90 (100 Colin Drive Holbrobl, 11741-4306, USA)
guc¢ kayngina balandi. Sisteme ayni anda iki jel sandvici hazirfakaayni anda iki
elektroforetik aymtirma yapildi. Elektroforetik awtirmanin yapilaga iki jel igin
sikstirici jel Gzerinde 20 mA’lik sabit akim yuritmgami yapildi. Yol gosterici boya
ayristirici jele ulgtiginda akim 30 mA’e siktirici jelden cikiginda ise 40 mA’e

ayarlanmasina yardimci olur.
2.2.7.2.5."iBlot" kuru transfer sistemi

Proteinlerin jelden membrana transfeteminde "iBlot" kuru transfer sistemi
kullanildi. Kontaminasyonlardan kacinmak icin e&tiv giyildi. Uzerinde kendi
membrani olan anot (pozitif elektrot), plastik ktivke beraber cihaza yedrildi. Jel
1 nolu kuyucgu gosteren gentik §da kalacaksekilde membranin tzerine dikkatlice
yerlestirildi. Jelin Gzerine, ultra saf su ile islatilguzildikten sonra sistemin kendi
filtre kagidi yerlestirildi. Olasi kalabilecek hava kabarciklarini gioeek amaciyla
Uzerinden ultra saf su ile 1slaitmiz roller ile gecildi. Katot (negatif elektrotplastik
kuvetinden cikarilip filtre k&dinin Uzerine yerlgirildi ve tekrar Gzerinden kuru roller
ile gecildi. Sistemin sitingeri Ust kag@ayerlatirildi. Kapak kapatilip, sistem P3 (20 V)
7 dakikaya ayarlandi ve transfer gercghiadi. Sistemin sgumasi icin 5 dakika
bekledikten sonra P3 (20 V) 7 dakika slresincesteantekrarlandi. Sire sonunda
sistemin kap@ acildi ve Ustteki katot ve filtre k&l dikkatlice yumgak uglu forseple
alindi.
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2.2.7.2.6. Proteinlerin immunokimyasal tespiti

Transferin ne derecede gercekigni tespit etmek icin jel 45 dak sireyle %0,2
Coomassie Pirlanta Mavisi R 250, %50 metanol ve ¢d&ial asetik asit iceren boya
cOzeltisiyle bir kagtirict kullanarak boyandi ve sabitlendi. Uygun &ire (en azindan
24 saat) bglanmayan ¢oziunngtboyanin uzakikgiriimasi icin %7’lik asetik asit iceren
%30’luk metanol ¢ozeltisi ile inkiibe edildi (bu strarfinda soliisyon birka¢ kez
degistirildi). Sonug¢ olarak, jelden membrana transfeanohyan protein miktari tespit
ediimeye cakildi. Uzerinde transfer edilgiproteinleri barindiran membran, ‘Blot,
protein iceren ylzeyi Uste gelecgdkilde kiicuk plastik bir tepsinin icine yegteildi
ve membran 1 saat sireyle bloke ¢oOzeltisi (TBShdigi %5’lik yasiz sit tozu) ile

calkalayici da inkiibe edildi.

Sire sonunda 40 ml bloke c¢Ozeltisi icinde 100¢Ozulerek hazirlanan primer
antikorlar (anti-Rat CYP19-1gG), membranin Uzerowgaltildl ve 2 saat inkibe edildi.
Daha sonra membran TBST solusyonunda her biri Sottalek Gzere 3 defa yikandi.
Yikama c¢o6zeltisi, membranin tamamen temizlenmesagilamak icin yapilan her
yikama basanga arasinda plastik tepsiden tamamen uzakie. Membran daha
sonra 1 saat sureylgaretleyici enzim-alkali fosfataz (anti-rabbit IgG-R konjugat)
ile bagl olan ikinci antikorlarla inktbe edildi. Membraméeden tarif edild@i gibi
yikandi. Sonu¢ olarak membran, antikorglaaan proteinlerin tespiti icin Ey ve
Ashman (1986) tarafindan Tablo 2.6'da verilen sabstozeltisi ile inkiibe edildi.
Goriuntu elde edildikten sonra membran havada klgwfistrech film ile kaplandi ve
karanlikta saklandi. Substrat cozeltisi her seflrintaze olarak hazirlandi ve

kullanimdan sonra atildi.
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Tablo 2.6 Nitroseliloz membran Uzerinde transfer edilen pnégéein immdinolojik
tayini icin substrat ¢cozeltisi hazirlama.
Cozelti A:
1,5 M Tris-HCI, pH 8,80 2,97 ml
1 M NacCl 4,0 ml
100 mM MgCt 0,82 ml
100 mM ZnC} 0,04 ml
DEA 0,096 ml
NBT 12,2 mg

Son hacim 40 ml
Cozelti B: Distile suda 2 mg/ml fenazin metasulfat
Cozelti C: 5,44 mg BCIP/0,136 ml N, N-dimetil formamid

Sonug olarak, NBT/BCIP substrat ¢ozeltisi A ¢coaeite C ¢ozeltisi ve 0,268 ml B

cOzeltisinin kagimindan hazirlandi.

e A cOzeltisinin pH’si, son hacmine tamamlanmadanetsatire Tris ile 9,55

ayarlandi.

2.2.8. Sparusaurata beyin dokusundan total RNA izolasyonu

Sparus aurata beyin dokusundan total RNA izolasyonu i¢in mikradiriotal RNA
izolasyon sistemi kullanildi. Steril ortamdgtdilmis dokunun konulaga eppendorf
tartilarak darasi alindi ve spatil ve makasla Kielisivi azotta bekletildi. Bir gin
oncesinden otoklavlangwe s@gumasi igcin —80 °C derin dondurucuya kaldirgrlan
havan ve havaneli ¢ikarildi. @dklugunu muhafaza etmesi igin igine bir miktar sivi
azot dokulup buhargarildi. —80 °C’deki doku havana alindi ve Uzernenusamamasi
icin sivi azot dokulerek havaneli ile iyicgitldi. Geutilen dokunun 50 mg’'t RNaz
icermeyen 2 ml'lik yuvarlak tabanli mikrosantriftijpiine transfer edildi. Uzerine 600
ul doku parcalama | ¢oOzeltisi, homojenizasyon ighi’lik olacak sekilde 6 pl 2-
merkaptoetanol ilave edilerek 18G uclu stegite ile 10 defa cekip birakilarak doku
homojenize edildi. 12008g'de 2 dakika 14 saniye santriflij edildi. @&n Sup veya
santrifugat pelete dokunmadan yeni steril epperdatfndi. Supa 60@ %70’lik
etanol eklendi ve 45 saniye kamilarak pellet olgumlari ¢ozildi. Bu noktada pellet
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kalmamasi 6nem arz etmektedir. Kit icerisinde baluspin karty tiptiine suptan 600
ul koyuldu ve 1200&g’de 29 saniye santrifiij edildi. Spin kagtyeni eppendorfa alindi
ve supun kalan kismi (6Q0) Spin kartga transfer edildikten sonra tekrar 120@0de

29 saniye santrifij edildi. Spin kastutekrar yeni eppendorfa alindi. Olasi bir
kontaminasyonu onlemek amaciyla Spin kgatwnce 350ul Yikama Sollsyonu |
eklenip 1200xg'de 29 saniye santriftij edildi sonra DNaz | Kkamindan (3ul DNaz |

+ 8 ul DNaz | tamponu + 6@l ultra saf su) 8Qul Spin kartga eklendikten sonra oda
sicaklginda 20 dakika inkiibe edildinkiibasyon sonrasi 350 Yikama Soluisyonu |
eklendi ve 1200&g'de 29 saniye santrifuj edildi. Spin kagtyeni eppendorfa alinarak
350 ul Yikama Solisyonu Il eklendi ve 1200@'de 29 saniye santriftij edildi. Spin
kartws, Kit icerisinde bulunan yikama tlipune alinarak H00Yikama Sollisyonu Il
eklendi ve 1200xg'de 29 saniye santriftj edildi. Ayni yikama tuputekrar 500ul
Yikama Solusyonu Il eklendi ve 1200@'de 29 saniye santrifilj edildi. Daha sonra
12000xg'de 1 dakika 14 saniye santrifij edildikten songainSkarty, kit icerisinde
bulunan geri alma tipune konuldu. Kitin icerisifldunan RNaz icermeyen sudan 60
ul dikkatlice membranin ortasina eklenerek oda $igaida 1 dakika inkibe edildikten
sonra 1200(kxg'de 2 dakika 14 saniye santrifilj edildi. Sonu¢ alkar50 mg beyin
dokusundan 6@l total RNA izole edilmg oldu. Elde etni oldusumuz RNA solliisyonu
-20 °C’de muhafaza edildi.

2.2.9. Ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)

RNA molekuilt, PCR ile ggaltiilmadan 6nce ters transkriptaz enzimi kullamikar
cDNA (tamamlayici DNA)'ya cevrilng, ardindan cDNA, spesifik primerlerle PCR
teknigi ile cogaltilmistir (RT-PCR). Elimizde bulunan kit prosedirl genee birbiri
ardina gelen donggartlari, Gene AmP PCR System 9600 ve 2400 ve DNA Endine
sistemi kullanilarak test edilip onaylargtm. Belirlenmi bu kurallarTechne TC 512
termal dongu cihazina uygulamgt. Tablo 2.7'de verilen reaksiyon ksmi PCR
tuptinde buz Uzerinde hazirlanip 2 saniye santefddndurilmgtir. Ardindan tapler

cihaza yerlgtirilip reaksiyon balatiimistir.
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Tablo 2.7RT-PCR kagiminin igergi.

Bilesenler Hacim (pl)
2X reaksiyon kagimi 25
Tamamlayici RNA (2:9) 4
ileri Primer (CYP19A1F) (1QM) 1
5'GCT TCT CAT CGC AGA GTATCC GG 3
Geri Primer (CYP19A1R) (10M) 1
5' CAA GGG TAA ATT CAT TGG GCT TGG 3
SuperScript™ Il RT / Platinium® Taq Kar* 2
Otoklavlanmg Ultra Saf Su 17

Etkili cDNA sentezi, 30 dakika 55 °C fangi¢c derecesinin ardindan 45-60 °C’de
15-30 dakika inkibasyonla gercedtielmistir. PCR dongustu (¢ basamaktan
(denatlrasyon, lgganma, uzama) ofmaktadir. cDNA sentezi 55 °C’'de 30 dakika
icerisinde ters transkriptaz enzimiyle gercetitddikten sonra 2 dakika boyunca 94
°C'de ilk denatirasyon gercektais, bu basamakta mRNA ve cDNA zincirleri
birbirlerinden ayrilmglardir Sekil 2.3). Sonra 40 dongulik 94 °C'de 15 saniye
denaturasyon, 55 °C'de 1 dakika primerlerin DNAddb&lanmasi ve 68 °C'de 1
dakika zincir sentezi basamaklari gercetutdmi stir. Son olarak bir donguliik 68 °C’'de
5 dakika zircirlerin kopyalanmasi basagingerceklstirilmistir. PCR Grinintn 10 pl'si
%1,5’lik agaroz jelde ydrutulip UVsigl altinda etidyum bromid boyamayla
goriantulenmytir.

2.3. listatistiksel Analizler

Elde edilen sonuclar her bir veri noktasi icin @maa + Standart Sapma olarak

ifade edilmstir.
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3. BULGULAR

3.1 Sparusaurata Mikrozomal Fraksiyonlarinda Protein Tayini

Mikrozomal fraksiyonlarinin protein miktarlarini $eplamak icin 0’'dan 200 mg
BSA'ya kadar olan standart BSA&resi kullanildi.

3.2 Sparus aurata Mikrozomal DBFOD Aktivitesinin Tayini

DBFOD aktivitesi Sparus aurata beyin ve karag@er mikrozomlarinda
Dibenzilfloresein (DBF) substrati kullanilarak gdlli. Maksimum enzim aktivitesi
icin optimum sartlar tespit edildi. Floresein standardinin elssitan ve emisyon
spektrumlariSekil 3.1 ve 3.2'de verilmgtir. DBFOD aktivitesi florometrik olarak
eksitasyon 485 nm ve emisyon 512 nm’de DBF subdtudinilarak tayin edildi.

1000
800
B0

400

Absorbans (a. u.)

2004

T T T 1
3m 400 500 B00 700
Dalga boyu (nm)

Sekil 3.1 Floreseinin eksitasyon spektrumu.

700+
5004
5004
4004
3004

200+

Absorbans (a. n.)

1004

a00 a4a0 Ba0 Ba0
Dalga boyu (mm)

Sekil 3.2 Floreseinin emisyon spektrumu.
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3.3 DBFOD Aktivitesinin Sparus aurata Mikrozomlarinda Karakterizasyonu

3.3.1. Sparus aurata mikrozomal DBFOD aktivitesi Uzerine protein
konsantrasyonunun etkisi
3.3.1.1 Beyin DBFOD aktivitesinin protein konsantrasyonu ie degisimi

Materyal ve Metotta tanimlangll gibi farkh  mikrozomal protein
konsantrasyonlarinda DBFOD aktivitesiningdg@mi incelendi. Bizim Olgemedimiz
bazal bir floresein mevcut olgundan aktivitede dgrusal bir arty gézlenmedi. Kismi
dogrusallik 20 pg’'a kadar devam etti. Rutin aktivitegtimlerinde 20 pg protein
konsantrasyonu kullanildi. Enzim aktivitesinin giot konsantrasyonuna goregggmi
Sekil 3.3'de verilmitir.

0.16
0.14 -
0.12

0.1+
0.08 -
0.06
0.04 -

0.02

DBFOD aktivitesi (pmol/dak/ml)

O I I I I I I 1
0 50 100 150 200 250 300 350

Protein konsantrasyonu {19)

Sekil 3.3 Protein konsantrasyonunufparus aurata mikrozomal beyin DBFOD
aktivitesi Uzerine etkisi. Her bir nokta en az #et deney ve triplet dlcimlerin
ortalamalari alinarak verilstir.

3.3.1.2Karaciger DBFOD aktivitesinin protein konsantrasyonu ile degisimi

Materyal ve Metotta tanimlangll gibi farkh  mikrozomal protein
konsantrasyonlarinda DBFOD aktivitesinin gdgmi DBF substrati kullanilarak
incelendi. Aktivite 40 pg protein miktarina kadavgcusal bir ary gosterdi. Bundan
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sonra kismi dgrusallik 50 pg'a kadar devam etti. Ancak plato gdmhedi. Rutin
aktivite olcimlerinde 40 pg protein konsantrasydaulanildi. Enzim aktivitesinin
protein konsantrasyonuna gorezgeni Sekil 3.4'te verilmgtir.

0.35
0.3+
0.25 -
0.2 1
0.15-

0.1-

DBFOD aktivitesi (pmol/dak/ml)

0.05-

0 T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350
Protein konsantrasyonu {1g)

Sekil 3.4 Protein konsantrasyonunugparus aurata mikrozomal karag@er DBFOD
aktivitesi Uzerine etkisi. Her bir nokta en az #et deney ve triplet dlcimlerin
ortalamalari alinarak verilstir.

3.3.2 Sparusaurata mikrozomal DBFOD aktivitesi Gzerine pH etkisinin tayini
3.3.2.1Beyin DBFOD aktivitesinin pH ile degisimi

pH 6,25-8,00 argtinda potasyum fosfat tamponu (KPi) kullanilarak pHbeyin
DBFOD aktivitesi Gizerine olan etkisi incelendi. Makum aktivite pH 6,50'de tespit
edildi. Sekil 3.5’de beyin DBFOD aktivitesinin pH ile gigimi gosterilmitir.
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DBFOD aktivitesi (pmol/dak/mg protein’

pH

Sekil 3.5 pH’In Sparus aurata mikrozomal beyin DBFOD aktivitesi Gizerine etkisier
bir nokta en az iki set deney ve triplet 6lcimlesrtalamalari alinarak verilgtir.

3.3.2.2 Karaciger DBFOD aktivitesinin pH ile degisimi

pH 6,50-8,50 aragtinda fosfat tamponu (KPi) kullanilarak pH’in kargesi DBFOD
aktivitesi lzerine olan etkisi incelendi. Maksimuaktivite pH 8,25'de tespit edildi.

Enzim aktivitesi Gizerine pH etkiSekil 3.6’da verilmitir.
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DBFOD aktivitesi (pmol/dak/mg protein)

pH

Sekil 3.6 pH'In Sparus aurata mikrozomal karager DBFOD aktivitesi tizerine etkisi.
Her bir nokta en az iki set deney ve triplet Olcénm ortalamalari alinarak
verilmistir.

3.3.3 Sparusaurata mikrozomal DBFOD aktivitesi Gizerine sicaklik etkig tayini
3.3.3.1 Beyin DBFOD aktivitesinin sicaklik ile desisimi

Soarus aurata mikrozomal beyin DBFOD aktivitesiegisimleri materyal ve metotta
tanimlanan on iki farkl reaksiyon sicaglhda (5 °C, 10 °C, 15 °C, 20 °C, 25 °C, 28 °C,
30 °C, 33 °C, 35 °C, 40 °C, 45 °C ve 50 °C) tagidie Maksimum aktivite 30 °C
sicakhkta tespit edildi. Sicakin enzim aktivitesi Uzerine etkisBekil 3.7’de

verilmistir.
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DBFOD aktivitesi (omol/dak/mg protein
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Sekil 3.7 Sicaklgin Sparus aurata mikrozomal beyin DBFOD aktivitesi Gzerine etkisi.
Her bir nokta en az iki set deney ve triplet Olcérm ortalamalari alinarak
verilmistir.

3.3.3.2 Karaciger DBFOD aktivitesinin sicaklik ile degisimi

Soarus aurata mikrozomal karager DBFOD aktivitesidegisimleri materyal ve
metotta tanimlanan on iki farkli reaksiyon sicgikida (5 °C, 10 °C, 15 °C, 20 °C, 25
°C, 28 °C, 30 °C, 33 °C, 35 °C, 40 °C, 45 °C ve@Qayin edildi. Maksimum aktivite
30 °C sicaklikta tespit edildi. Sicagkin enzim aktivitesi Uzerine etkigiekil 3.8’de

verilmistir.
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DBFOD aktivitesi (pmol/dak/mg protein
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Sekil 3.8 Sicaklgin Sparus aurata mikrozomal karag@er DBFOD aktivitesi Uzerine
etkisi. Her bir nokta en az iki set deney ve trigdéciimlerin ortalamalari alinarak
verilmistir.

3.3.4 Sparus aurata mikrozomal DBFOD aktivitesinin zamana karsl degisimi
3.3.4.1Beyin DBFOD aktivitesinin zamana karl degisimi

Enzim aktivitesi 30 dakika kadar glwusallik goésterdi. Bundan sonra da kismi
dogrusallik 40 dakikaya kadar devam etti. Enzim akdsinin zamanla dgsimini

gOsteren grafil§ekil 3.9'da verilmtir.
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Sekil 3.9 Sparus aurata mikrozomal beyin DBFOD aromataaktivitesinin zamanla
degisimi.

3.3.4.2 Karaciger DBFOD aktivitesinin zamana kars! degisimi

Enzim aktivitesi 30 dakikaya kadar gtasallik gosterdi. Bundan sonra da kismi
dogrusallik 40 dakikaya kadar devam etti. Enzim akdisinin zamanla dgsimini

gOsteren grafil§ekil 3.10’da verilmstir.
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Sekil 3.10 Sparus aurata mikrozomal karager DBFOD aktivitesinin zamanla
degisimi.
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3.3.5 Sparus aurata mikrozomal DBFOD aktivitesi (zerine substrat

konsantrasyonu etkisinin tayini
3.3.5.1 Beyin DBFOD aktivitesinin substrat konsantrasyonu ile déisimi

Materyal ve Metotta tanimlangl gibi 0,2 uM ile 3 uM arasinda gsen DBF
konsantrasyonlarinda beyin DBFOD aktivitesi g&i. 2 pM  substrat
konsantrasyonuna kadar aktivitenin artma gosterdielirlendi. Sparus aurata
mikrozomal beyin DBFOD aktivitesine DBF konsantrasynun etkisi ve Lineweaver-
Burk grafigi Sekil 3.11 ve 3.12'deverilmistir. Ky, degeri 0,840+0,161 uMVmax degeri
8,054+0,550 pmol/dak/mg protein olarak bulund.x ve K, deserleri GraphPad

Software programi kullanilarak hesaplandi.

DBFOD aktivitesi (pmol/dak/mg protein)

DBF (uM)

Sekil 3.11 Sparus aurata mikrozomalbeyin DBFOD substrat doyum gr&fi Her bir
nokta en az iki set deney ve triplet dlcimleriratzinalari alinarak verilrgir.
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1,21 y = 0,1418x + 0,095
R2 =0,9908

-1

1/V (pmol/dak/mg protein)

0,8]
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0,41
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| -1
-0,2 1/IDBF1

Sekil 3.12 Sparus aurata mikrozomal beyin DBFOD Lineweaver-Burk substraydim
grafigi. Her bir nokta en az iki set deney ve tripletiiigerin ortalamalari alinarak
verilmistir.

3.3.5.2 Karaciger DBFOD aktivitesinin substrat konsantrasyonu ile dgisimi

Materyal ve Metotta tanimlangli gibi 0,2 uM ile 2,4 uM arasinda gigen DBF
konsantrasyonlarinda karger DBFOD aktivitesi tespit edildi. 2 pM substrat
konsantrasyonuna kadar aktivitenin artma gosgerdielirlendi. Sparus aurata
mikrozomal karagier DBFOD aktivitesine DBF konsantrasyonunun etkis
Lineweaver-Burk grafii Sekil 3.13 ve 3.14'teverilmistir. K, degeri 0,959+0,152 uM;
Vmax degeri 8,38+0,543 pmol/dak/mg protein olarak bulundiex ve K., dezerleri

GraphPad Software programi kullanilarak hesaplandi.
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DBFOD aktivitesi (pmol/dak/mg protein)

DBF (uM)

Sekil 3.13 Sparus aurata mikrozomal karager DBFOD substrat doyum grafi Her
bir nokta en az iki set deney ve triplet dlcimlesrtalamalari alinarak verilgtir.

y = 0,1373x + 0,0993
.
F“"E R2 =0,9963
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Sekil 3.14 Sparus aurata mikrozomal karager DBFOD Lineweaver-Burk substrat
doyum grafgi. Her bir nokta en az iki set deney ve tripletiiigerin ortalamalari
alinarak verilmgtir.
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3.3.6 Sparus aurata mikrozomal DBFOD aktivitesi tzerine in vitro testosteron

etkisi tayini
3.3.6.1 Beyin DBFOD aktivitesi Gizerinein vitro testosteron etkisi tayini

Materyal ve Metotta tanimlangli gibi 12,5 nM ile 50 nM arasinda gigen
testosteron konsantrasyonlari ile 6 farkli DBF korisasyonunda DBFOD inhibisyonu
tespit edildi. 12,5 nM’dan 50 nM testosteron korismsyonuna dgru inhibisyonun
gittikgce arttgr gozlendi. Beyin DBFOD aktivitesi Uzerine testoste inhibisyonu
yarismali inhibisyon tipine uygun bulundu. Testosteran$parus aurata mikrozomal
beyin DBFOD aktivitesi Gizerine inhibisyorfekil 3.15'de verilmgtir.

e 0NM = 12.5nM 4 25nM % 37.5nM X 50nM
77 y=1.2332x+0.094
R?=0.9993
6 1 y=0.4771x+0.092
R?=0.9957
y=0.296x + 0.0915
} 5 R®=0.9995
z y=0.1615x + 0.0924
[J]
S R?=0.9992
a 4 -
o y=0.1469x + 0.09
3 R? = 0.9994
3
g 37
=
2 _
l | ‘: v: //
1—4 T T T T T ]
1 0 1 2 3 4 5 6
1/[DBF] uM™

Sekil 3.15 Sparus aurata mikrozomal beyin DBFOD aktivitesi Uzerine testosteron
inhibisyonu. Her bir nokta en az iki set deney riplét dlctimlerin ortalamalari
alinarak verilmgtir.
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Uzerinein vitro testosteron etkisi tayini

Materyal ve Metotta tanimlangll gibi 25 nM ile 200 nM arasinda gigen
testosteron konsantrasyonlari ile 6 farkli DBF kortsasyonunda DBFOD inhibisyonu

tespit edildi. 25 nM’dan 200 nM

testosteron konsasyonuna dgru inhibisyonun

gittikce arttpgl gozlendi. Karag@der DBFOD aktivitesi Uizerine testosteron inhibisyonu

yarismall inhibisyon tipine uygun bulundu. Testosteran3parus aurata mikrozomal

karacger DBFOD aktivitesi tizerine inhibisyorfiekil 3.16’da verilmgtir.

eONM ®25nM  a50nM e 100nM  x 150nM - 200nM
8 _
y = 1.377x + 0.0907
R’ =0.9704 =
7 _
i y = 0.8082x + 0.0922
o R = 0.9904
o 6
= y = 0.3257x + 0.0972
£ R? = 0.9903
o] 5
Ke) _
= y = 0.1953x + 0.0907
2
5 R = 0.9844 .
5 44 y=0.1581x+ 0.09
R’ = 0.9982
3 y = 0.1456x + 0.090
R® = 0.9975 _
2 =/ *
1 - x
/-‘é/ -
1—4 T T T T
-1 0 1 2 3 4 5
1/[DBF] pM ™

Sekil 3.16 Sparus aurata mikrozomalkaracger DBFOD aktivitesi Uzerine testosteron
inhibisyonu. Her bir nokta en az iki set deney xplét dlcimlerin ortalamalari

alinarak verilmgtir.
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3.4.DBFOD Aktivitesinin Sparus aurata Baliginda Doku Dagilimi

Soarus aurata DBFOD aktivitesinin karager dokusu mikrozomlarindan elde
edilen optimumsartlar kullanilarak dier dokulardaki d&limi argtirildi. Buna goére en
yuksek aktivitenin beyin (6,017 pmol/dak/mg projewe karacierle (5,734 pmol
/dak/mg protein) birlikte kalin @arsak dokusunda (6,465 pmol/dak/mg protein) gldu
tespit edildi Sekil 3.17).
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Sekil 3.17DBFOD aktivitesininSparus aurata baliginda doku dgihmi. Her bir nokta
en az iki set deney ve triplet 6lgiimlerin ortalaanalinarak verilngtir.

3.5. Sparus aurata Mikrozomal Beyin ve Karaciger DBFOD Aktivitesi Uzerine
Olagan Bitkisel Gidalarin Etkisi

Materyal ve metotta tanimlargl gibi olagan bitkisel gidalarinSparus aurata
mikrozomal beyin ve karager DBFOD aktivitesi Uzerine etkileri incelendi. Def
sumak, roka, nane, karalahana, kekik \@ilotunun hem beyin hem de kargmi
DBFOD aktivitesi Uzerine kontrole gore maksimum iloibyon etkisi gosterdi,
susamin ise her iki aktivite Uzerine 6nemli birigitlolmadg! belirlenmitir. Tere ve
dereotu ise beyinde inhibitor etki gosterirken kataerde aktivator etki gostergherdir.
Olagan bitkisel gidalarinSparus aurata mikrozomal beyin ve karager DBFOD
aktivitesi Uizerine etkiler§ekil 3.18 ve 3.19’da gosterilgiir.
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Bitkisel gidalar

14.064

safran

2.878

sumak

87.836

susam

35.349

tatll sarmaik

19.863

tere

Sekil 3.18 Sparus aurata mikrozomal beyin DBFOD aktivitesi Gizerine bitkiggtlalarin etkisi.
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tere

Sekil 3.19 Sparus aurata mikrozomal karag@er DBFOD aktivitesi tizerine bitkisel gidalarin etki
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3.6.SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi ve Western BlotAnalizleri

Sekil 3.20 ve 3. 21'desparus aurata beyin, karadgier, testis, dalak, kalp, bébrek,
ince ve kalin bgirsak mikrozomlarinin SDS-poliakrilamid jel elekfimoezi ve anti-Rat
CYP19A1 IgG’'leri kullanilarak gercekjarilen Western blot analizlerinin jel ve
membranlarinin gorintuleri gosterilmektedir.

Kuyu 1ve 11 SDS7 standart protein keami [sigir sttlo-laktalbumini (M 14,200),
soya fasulyesi tripsin inhibitori (M20,100), siir pankreas tripsinojeni (M24,000),
sigir karbonik anhidrazi (M29,000), tayan kasi gliseraldehit—3-fosfat dehidrojenazi
(M, 36,000), yumurta albumini (M45,000) ve $ir albumini (M 66,000)]; kuyu2
kontrol rat liver; kuyu3 beyin; kuyu4 karacger; kuyub5 testis; kuyu6 kalp; kuyu7
dalak; kuyu8 bdbrek; kuyu9 kalin bairsak ve kuyulO ince bairsak mikrozomlarini
(120 pg) icermektedir.

) X ] , g 9 10 11
BEP mE"
: e } Wik

ik

Mz (Da)
—
66,000
—
45000 —

36,000

29,000
24,000
20,100
14,200

Sekil 3.20 Sparus aurata beyin, karadgier, testis, kalp, bobrek, ince ve kalinglvaak
mikrozomlarinin SDS-poliakrilamid jel elektroforezi

Kuyu 1 kontrol rat liver;kuyu 2 beyin; kuyu3 karacger; kuyu4 testis; kuyub kalp;
kuyu 6 dalak; kuyu 7 bobrek; kuyu8 kalin ba&irsak ve kuyu9 ince bgirsak
mikrozomlarini (120 pg) ve kuy@O SDS7B2 boyanmgistandart protein kaimini
[insan kan plazmasa, makroglobulini (M 180,000), E. Colip-galaktozidazi (M
116,000), insan sutu laktoferrini (M0,000), tayan kasi pirtivat kinazi (Mb68,000),
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domuz kalbi fumarazi (Mt8,500), kayan kasi laktik dehidrojenazi (6,500), tayan
kasi triyozfosfat izomerazi (M 26,600) icermektedir. B#anan antikorlarin
goruntilenmesi Materyal ve Metotta tanimlanan sabstsoliisyonunda blot'in
inkilbasyonu sonucu yapildi. Western blot analizhusoinda, poliklonal-anti-Rat
CYP19A1'In Sparus aurata testis mikrozomlari ile oldukga gugcli bir gdandg

gOzlenmitir.

My (Da)

180,000

116,000
90,000
58,000

48,500

36,500

26,600

Sekil 3.21 Sparus aurata ile rat mikrozomlarinda CYP19'un poliklonal anti‘Ra
CYP19A1 IgG kullanilarak immunoblot analizi.

3.7.Ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)

Spoarus aurata beyin, karagier ve control rat liver dokularindan izole edilenal
RNA’larin PCR Uranlerinin agaroz jeldeki goruntigekil 3.22'de verilmgtir. Kuyu 1
ve 6 1 kb DNA markoru, kuy® ve 4 beyin, kuyu3 ve 5 karacger, kuyu7 kontrol rat
liver dokularindan izole edilen total RNA’lari igeektedir. Jelde beyin ve karger
icin bant olgumu go6zlenmengtir. Dolayisiyla rat ve balikk aromataz genlerinin
birbirinden farkl oldgu soylenebilir.
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Sekil 3.22RT-PCR sonucunun agaroz jeldeki gortntisu.
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4. TARTI SMA

Baliklarda sitokrom P450 cainalari evrim, ¢cevrebilim, toksikoloji ve karsinogn
acisinda onemlidir. Bugin bilinen 21,000 farkl ikaiirt bulunmaktadir ve baliklar
olaganustu farkhlikta habitatlarda gayabilmektedirler. Dolayisiyla da balik

monooksijenaz sistemine ilgi glin gectikce artmaiktad

Katalitik bir metod kullanilarak sitokrom P450 arataz aktivitesi ilk olarak rat ve
insan beyninde kéedilmistir (Naftolin vd 1975). Longhorn sculpin ile yapilan
calismalar, aromatazin son derece yiuksek duzeylerinink daeyninde oldgunu
gosteren ilk capmadir (Callard vd 1978). Kemikli baliklardaki arom@a bollgu
baliklar arasinda bir bireyin yam siUresince meydana ggidibilinen surekli

norojeneze bl bir adaptasyon olarak gosterilmektedir (Forlaxa2001).

Mikroanatomik ve biyokimyasal ¢amalar, aromatizasyonun 0zellikle balk 6n
beyninde oldd@unu ve bu bélgedeki enzim aktivitesinin memeli vesl&rda buna
karsihk gelen bolgede olgilenden 100-1000 kat dahasekikoldgunu gostermsi
(Callard vd 1978, Pasmanik ve Callard 1985) ve dabara birka¢ tiurde de
onaylanmgtir (Timmers vd 1987, Mayer vd 1991, Gonzales verRer 2002, 2003).

Yapilan calgmalarimiz sonucunddzmir, Ceme, lldir kdyiindeki Pinar Balik
Uretim tesisinden alinan cipurapgbus aurata) baliklarinda mikrozomal beyin ve
karacger DBFOD aktivitesi, dibenzilfloresein (DBF) sulzirkullanilarak karakterize
edilmistir. Deney kaullar protein konsantrasyonu, tampon pH’1, inkilmassicaklgl,
inkilbasyon zamani icin belirlengni substrat konsantrasyonunun etkisi enzim icin

elverisli doyum miktarini splamak icin ¢algiimistir.

Reaksiyon kagiminda kullanilan protein miktarinitgparus aurata beyin ve
karacger DBFOD aktivitesi Uizerine olan etkisinin incelezsn sonucunda, reaksiyon
ortamindaki mikrozomal protein miktari, beyin i@0 pg ve karager icin ise 40 pg’a
kadar arttirildginda enzim aktiviteleri dgrusallik sergilensitir. Bu noktalardan sonra
reaksiyon hizindaki astive aktivite argi bir hayli yavalamstir. Rutin aktivite
Olcimlerinde beyin i¢in 20 pg ve karger icin 40 pg protein miktari kullanilgtir.
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Batin enzimler icinaktivitelerinin en yiksek oldiu pH deerleri mevcuttur.
Aktivite genellikle optimum pH dgerlerinin altinda ve Ustinde gii, bununla beraber
batin enzimlerin pH—aktivite gesimleri aynisekilde deildir. Cunkl gerek enzimlerin
aktif yerlerinin gerekse substratlarin iyonizasygoid'in fonksiyonu olan asidik ve
bazik gruplar icerir. pH dgsimi, enzimin aktif merkezinin iyonizasyonunu bozar da
substrat molekulinin ¢ozunUglini deistirerek enzim-substrat etkiienini degistirir.
Ayrica pH deisimiyle, katalitik olarak aktif olan enzimin aminacsia zincirindeki
iyonik karakter dgistigi icin enzim denature olarak katalitik aktiviteskaybedebilir.
Sparus aurata mikrozomal beyin ve karager DBFOD aktivitesinin pH ile dgsimini
tanimlama cagmalari pH’si 6,25, 6,50, 6,75, 7,00, 7,25, 7,50578,00, 8,25 ve 8,50
olan potasyum fosfat tamponu kullanilarak gercgkligli. Beyin DBFOD aktivitesi
icin optimum pH 6,50 buna kahk karacger aromataz aktivitesi i¢cin optimum pH 8,25
olarak belirlendi. *H-androst-4-en—3,17-dion substrati  kullanilarak rd&te
(Dicentrarchus labrax) calsilan radyoaktif metodda ise pH 7-9 agaida oldgunda
beyin aromataz aktivitesinin g@r pH degerlerine gére daha yuksek ofglu rapor
edilmistir (Gonzales ve Piferrer 2002). Buradan bir cikaryapacak olursak, en
azindan enzimin farkli dokular ve farkli canlilakdaktif ytzeyinin ya da 3D yapisini

etkileyen primer dizininin farkli olabile@esoylenebilir.

Enzimlerin katalizledii herhangi bir tepkimenin hizi, genellikle 1s1 aptim dgere
gelinceye kadar artmaktadir. Isi artmayalddiginda kinetik enerji ve hiz yukselirken
aktivite genellikle belli bir sicakia kadar aryl gosterir. Enzimlerin buyuk bir kismi
icin optimum sicaklik ilgili enzimin bulundiw hiicre ortaminin sicakinda veya
bunun biraz Ustiindedir’H-androst—4-en—3,17-dion substrati kullanilarakrei&te
(Dicentrarchus labrax) calsilan radyoaktif metodda da inkiibasyon sigakllaki
degisiklik beyin aromataz aktivitesinde 6nemliglgkliklerle sonuclanmy, maksimum
aromataz aktivitesi 30—40 °C inkibasyon sigaktla elde edilnstir (Gonzales ve
Piferrer 2002). Tilapya'da Greochromis niloticus) beyin aromataz ativitesi igin
optimum sicaklik 27 °C olarak belirlergtii. Disi bireylerin beyinlerinde aromataz
aktivitesi 377,9 pmol/bdsaat olarak hesaplanirken erkek bireylerin beyimie
aromataz aktivitesi yakje&k olarak yariya dgmustir (221,5 pmol/bgsaat). 35 °C
inkiibasyon sicakiinda dsilerin beyinlerinde aromataz aktivitesi hemen her8ddata
kadar azalmy (125,2 pmol/bglsaat), erkeklerde ise silere oranla daha quk bir
azalma (113,2 pmol/kssaat) gozlenngtir (D’'Cotta vd 2001). Dgisik inkiibasyon
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sicakliklarininSparus aurata beyin ve kara@ger DBFOD enzim aktiviteleri Gizerine
etkilerini belirlemek icin reaksiyon karmlari 5 °C ile 50 °C arasinda gigen
sicakliklarda inkibe edilerek aktiviteleri tayinildd Hem beyin hem de karagmr
DBFOD aktivitesi igin optimum sicaklik 30 °C olarékyin edilirken 33 °C sicalgin
Uzerinde aktivitelerde azalma go6zlenBu deser Sparus aurata’nin yasayabilecgi

sicaklik aralgl (3—34 °C) ile uyumludur.

Bir enzim tarafindarkatalizlenen bir reaksiyonun hizi, zamanla azdunun
sebebi reaksiyon drunlerinin kendi aralarinda kalek aksi yonde bir reaksiyon
meydana getirmeleri, enzimin zamanla inaktive olm@saksiyonu 6nleyen maddelerin
olusmasi ve substratin tikenmesid8parus aurata mikrozomal beyin ve karager
DBFOD aktiviteleri Gzerine zamanin etkisini belirek igin reaksiyon kagimlari 5 ile
50 dakika arasinda gieen surelerde inkiibe edilerek aktiviteleri tayin léidiHem
beyin hem de karager DBFOD aktivitesi 30 dakika reasiyon slresine aad
dogrusallik gosterdi. LevrektéH-androst—4-en—3,17-dion substrati kullanilarakifey
aromataz aktivitesi, farkli protein konsantrasyonl#5—-20 mg) ve inkiibasyon
zamanlarinda (0-30 dak) test eddtmi Her bir inkibasyon suresinde protein
konsantrasyonu arttikca aromataz aktivitesi agtnibuna kagilik her bir protein
konsantrasyonunda aromataz aktivitesi yalnizca &ikd reaksiyon slresine kadar
artmstir. Bu nedenle reaksiyon siresi 30 dakika olaeghnt edilmitir (Gonzales ve
Piferrer 2002). Verilerimiz levrek ile uyumluluk giérmektedir.

Soarus aurata mikrozomal beyin ve karager DBFOD enzimlerinin subsrat
doygunluk kinetikleri incelengdinde, hem beyin hem de karger enzim aktivitesinin
2 UM DBF konsantrasyonu uzerinde doyumastuta gozlenmgtir. Her iki enzim
aktivitesi icin reaksiyon hizinin substrat konsasyonuna kar cizilmesiyle elde
edilen grafikler Michaelis-Menten kingthe uymaktadir (regresyon katsayisi beyin
icin 0,9908 ve karager icin 0,9963 olarak hesaplarytm). Lineweaver-Burk gragi
kullanilarak yapilan saptamalarda beyin ve k&@acDBFOD enzimleri icin gozlenen
Vmax Ve K, degerleri sirasiyla 8,054+0,550 pmol/dak/mg proteirOy@40+£0,161 uM ve
8,389+0,543 pmol/dak/mg protein ve 0.959+0.152 pNarak hesaplanmgiir.
Calismalarimizda elde etgoldugumuz beyin ve karager DBFOD enzimlerininVmax
ve K, degerleri 6nemli bir derecede farkh gi&gir, bu daSparus aurata enziminin her

iki dokuda dibenzilfloresein icin benzer affinitegahip oldgunu gdstermektedifH-
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androst—4-en—3,17-dion substrati kullanilarak yapradyoaktif metodda Medakadaki
(Oryzias latipes) beyin aromatazinin gézlen&g ’si 1,0 nM (Melo ve Ramsdell 2001),
insan beyin aromatazinin ortalada’'si 22,2 nmol/L (Steckelbroeck vd 1999), Japon
baligi (Carassius auratus) beyin aromatazinin gézlenép,'si 8,2 nM (Zhao vd 2001),
Afrika kedi balgl (Clarias gariepinus) beyin homojenatlarinda beyin aromatazinin
gozlenenKy'si 30 nM (Timmers vd 1987) olarak hesaplasimi Yine ayni metodla
levrekte Dicentrarchus labrax) beyin aromataz aktivitesi yakla 100 nM substrat
konsantrasyonunda doyuma gifastir. Bu nedenle substratin limit sinirina gnesini
engellemek icin standart konsantrasyon olarak 180 kallaniimistir (Gonzales ve
Piferrer 2002). Midyelerin sindirim bezi aromatézn 10 uM substrat konsantrasyonu
kullaniimis olup aromatazin gozlenddy,'si 32 uM ve V. degeri 1,300 fmol/saat/mg
protein olarak bildirilmgtir (Morcillo vd 1999). Bu noktada literatirde @gk tirlerde
ayni substrat ®H-androst—4-en—3,17-dion) icin verileviex ve Kmn degerleri biyiik
farkhliklar gostermektedir. Bu farkliliklarin tiet arasi ekzojen veya endojen
molekullerin  metabolizmasindaki farkgl isaret ettsi dUstunulebilir. Bizim
calismalarimizda kullanmgioldugumuz subsratin (DBF), DBFOD icin oldukca yiiksek
Km degerine sahip olmasi ise dibenzilfloreseinin DBFOI icok spesifik olmadgiini
gostermektedir. Zira dibenzilfloreseinin, CYP2C8YR2C9, CYP2C19 ve CYP3A4
tarafindan da katalizlenglide ileri surtlmektedir (WEB_3). Ancak beyin ver&eiger

izozimlerinin benzer katalitik etkiye sahip olglustylenebilir.

Sparus aurata mikrozomal beyin ve karager DBFOD aktivitesi Uzerine
testosteron etkisi DBF substrati kullanilarak ghiistir. /n vitro inhibisyon cakmalari
sonucunda, substratin belirlenen konsantrasyorndam testosteron konsantrasyonu
arttikca artan inhibisyon gozlengtir. Elde edilen veriler sonucu cizilen Lineweaver-
Burk grafigi ile inhibisyon kinetikleri c¢ikariimgtir. Hem beyin hem de karger
DBFOD enzimi yagmali inhibisyon tipine uygun bulunrgiwr. Bu sonu¢ DBFOD’nin
DBF ile in vitro Olgulebilirliginin en gugli kanitidir. Belirlenen aktivite gkxleri,
optimum protein konsantrasyonu, pH, sicaklik, Lieawer-Burk grafii kullanilarak
belirlenenVnax ve Ky, deserleri ve calgilan in vitro testosteron inhibisyon kinetikleri

Tablo 4.1'de verilmektedir.
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Tablo 4-1 S aurata bireylerinde mikrozomal beyin ve karger DBFOD enziminin
karakterizasyonu verileri vi@ vitro testosteron inhibisyonu.
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Beyin 6,017 20 6,50 30 0,840+ 8,054+ Yarigmall

0,161 0,550

Karaciger | 5,734 40 8,25 30 0,959+ 8,389+ Yarigmall
0,152 0,543

Yapms oldusumuz calymada,Sparus aurata karacger mikrozomlarinda ortalama
DBFOD aktivitesi 5,734 pmol/dak/mg protein, beyin mikrodarinda ise ortalama
DBFOD aktivitesi 6,017 pmol/dak/mg protein olarak hesapiatir. *H-androst—4-en—
3,17-dion substrati kullanilarak yapilan radyoaktétodda, erkek medakadaryzas
latipes) aromataz aktivitesinin 6n beyinde yiksek ikenH83 fmol/saat) arka beyinde
daha dgik (< 25 fmol/saat) oldtu gozlenmgtir (Melo ve Ramsdell 2001). Tath su
levregi (Perca fluviatilis) ve kizilg6zun Rutilus rutilus) eseysel olarak olgunkmams
disilerinde beyin aromataz aktivitesinin, seysel olarak olgunkmnis disilerde
Olcilenden (1,7-2,5 pmol/saat/mg protein) O6nemli derecede diik (~ 0,5
pmol/saat/mg protein) olgu rapor edilmjtir (Noaksson vd 2001). Ureme sezonuna
girmis yetiskin levrekte Dicentrarchus labrax) beyin aromataz aktivitesi 2,04 pmol/mg
protein/saat iken kargger aromataz aktivitesi 0,08 pmol/mg protein/saatrak
bildirilmi stir, buna kagilik beyin esas ana parcalarina dissekte eglilde beyin
aromataz aktivitesinin koku gancgi, telensefalon ve hipotalamusu iceren 6n beyinde
konsantre oldgu (2,6-16,2 pmol/mg protein/saat) tespit edilirkd@liklar bir yil
boyunca oOrneklendinde en dgik beyin aromataz aktivitesinin yazin sonunda (~ 2
pmol/mg protein/saat), en yuksek beyin aromatawigdginin ise Ureme sezonu olan
Subat ayinda (~ 7 pmol/mg protein/saat) @duespit edilmitir (Gonzélez ve Piferrer

2003). Afrika kedi baf (Clarias gariepinus) beyin homojenatlarinda beyin aromataz
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aktivitesi 3,7 pmol olarak bidirilngtir (Timmers vd 1987). Midyelerin Mytilus
galloprovincialis) sindirim bezlerinde radyoaktif metodla yapilanr bjalsmada

aromataz aktivitesi 345 fmol/saat/mg protein olavadiriimistir (Morcillo vd 1999).

Aromataz aktivitesi tum omurgalilarda bulunur veggolukla memelileri temel
alarak yapilan caimalarda, beyin, yumurtalik, testis, plasenta, k@eac bobrek, ya
dokusu, adrenal bezler, kan damari, deri ve keniik birkac doku ve organda
gosterilmitir (Simpson vd 1994). Aromataz enzimi doku spé&siiolla katalize
edilmektedir. Bu nedenleSparus aurata’nin dgisik dokularindaDBFOD aktivitesi
tayin edildi Sekil 3.17). DBFOD aktivitesinin Sparus aurata’da beyin (6,017
pmol/dak/mg protein), karager (5,734 pmol/dak/mg protein) ve kalin graakta
(6,465 pmol/dak/mg protein) en yiiksek dizeyde @ldtespit edildi. Baliklarda kalin
bagirsak icin literatirde herhangi bir veriye rastlamstir. Bu sonu¢ Uzerinde
yapilacak daha genicalsmalar literatire yeni bir bilgi kazandirabilir. Lekte
(Dicentrarchus labrax) aromataz aktivitesinin gnbga dailimini argtirmak icin
farkli embriyonik orjinler gdsteren birka¢ doku hopnize edilip analiz edilmiir.
Bunlar tim beyin ve yumurtalik, kargeir, kalp, i¢ organlara ait gabobrek, dalak,
testis ve kas parcalarini icerir. Dokular, Uremeosena giren Kasim-Ocak aylari
arasinda orneklengi 400-500 gr viucut @rligina sahip yegkin baliklardan elde
edilmistir. Disseksiyondan sonra homojenizasyon ve inkysagkaosullar tim baliklar
icin aynidir. Miligram protein bana aromataz aktivitesi miktarinin en yuksekten en
disige dagru beyin, yumurtalik, ic organlara ait &a karacger ve bobrekte
saptandiini gosterilmgtir. Incelenen dier dokularda (kalp, testis, kas ve dalak)
aromataz aktivitesi diiktir (Gonzalez ve Piferrer 2003Jparus aurata testisinde
tespit etmg oldusumuz DBFOD aktivitesi (1,590 pmol/dak/mg proteiRgsmanik ve
Callard (1998) tarafindan Japon lal(Carassius auratus) testisinde rapor edilmi
aromataz aktivitesi (1,2 pmol/dak/mg protein) iumludur. Bircok tirde aromataz
aktivitesi gonadlar ve beyinle sinirlargtm. Plasentada aromatazin vgrlisadece
primatlar, domuzlar, atlar vegsrlarda gosterilmitir. Kuslarin birkag turiinde, aromataz
aktivitesi, beyin ve karagerde bulunmgtur, fakat testis, kas ve adrenal bezlerde
bulunamamytir (Silverin vd 2000).Paralichthys lethostigma’da yumurtalik ve dalak
yuksek aromataz aktivitesine sahipken beyin, kgeacisolungag, ve testiste aromataz
aktivitesi diguktur, buna kanlik bagirsak, bobrek, kas ve kalpte aromataz aktivitesi
yoktur (Luckenbach vd 2005). Burada as#irtici olan dalakta beyin ve kargerden
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daha yuksek aromataz aktivitesinin gorilmesidizifiyapms oldusumuz calgmada
da az da olsa dalakta DBFOD aktivitesi (2,918 pdad/mg protein) gozlenmtir.
Dalakta aromatazin vagh nil tilapyasi Oreochromis niloticus, Kwon vd 2001), kaya
baligi (Trimma okinawae, Kobayashi vd 2004) ve insan fetusunda (Price 982} da
rapor edilmgtir. Bu bulgular dalgin aromataz tarafindan 6strojen sentezleyehiiece
fikrini distndirdr. Bununla beraber dalakta aromatazin roliliheanlaillamamstir.
Renkli kaplumbgalarda Chrysemys picta) aromataz aktivitesi, beyinde maksimum ve
gonadlarda da kéedilebilir dizeydedir, fakat kas, karger ve y& dokusunda
negatiftir (Callard vd 1977). Pejerrey kah (Odontesthes bonariensis) beyin
aromatazinin doku ekspresyon analiziglica her iki geyin beyin hipofiz bezi ve
bobrezinde ifade edildiini gostermgtir. Bobrekte bu enzimin vagi strpriz dgildir,
¢unki aromataz aktivitesi levrek bopmde de (0,03 pmol/saat/mg protein)
gosterilmitir (Gonzalez ve Piferrer 2003, Blazquez ve Pife@@04, Strobl-Mazzulla
vd 2005).Sparus aurata bobrezinde ise DBFOD aktivitesi 3,184 pmol/dak/mg protein
olarak tespit edildi. Ancak bobim steroidojenik kabiliyeti halen tagtma konusudur.
Tetrapod omurgalilar, esasen adrenokortikostenoidieeten steroidojenik aktiviteye
sahip oldgu bilinen ayri bir adrenal beze sahiptirler ve ayvanlarin bébreklerinin
steroidojenik olmagi bilinmektedir. Kemikli baliklarda ise adrenal bbébrek icine
oturur (Milano vd 1997) ve bundan dolaylr kemikli hkkarin bdbreklerinde
steroidojenik hucreler bulunmgwr. Androjen ve 0strojen sentezi nil tilapyasi
(Oreochromis niloticus) bobrezsinde saptanmgtir. Bununla beraber balik bolgiade
sekillenmis dstrojenin fizyolojik rolt bilinmemektedir (Kwon dv 2001). Kemikli
baliklarla yuratilen daha onceki birka¢ salada, karagerin aromataz aktivitesi ve
ifadesi agisindan negatif olgiw bulunmytur (Kwon vd 2001). Buna kaitik hepatik
aromatazin varg memelilerde belgelerle ispat ediknie hem olgun (Gonzalez 1992)
hem de olgunkmams sicanlarda (Katagiri vd 1998) da bulunytwr. Karacger tim
omurgalilarda P450 enzimlerinin ytksek bglule bilinir, fakat 6strojen faaliyeti icin
tayin edilmg bir hedef olan yumurta yumurtlayan omurgalilarddki organda
aromatazin kesin fonksiyonu acikgddir. Yesil kurbagada Rana esculenta) hepatik
aromataz, testesteronun 0stradiolle d@iniiinden sorumludur ve hepatik vitellojen
sentezinde yumurtaliktan salgilanan Ostradiole 1ol@is tamamlayiciseklinde rol
oynadg! ileri surdlmgtar (Asisi vd 2000). Benzer durum vitellojen seim@z
maksimum oldgu Kasim ve Ocak aylari arasinda 6rneklenen levdektdémakta ve bu

onun karagierinde g6zlenen aromataz aktivitesinin var aciklamaktadir (Gonzalez
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ve Piferrer 2003). Sonucta elde edilen veriler at@an enziminin farkh tirlerde, farkh
duzeylerde ifade edilgini gostermektedir. Dgilk aktivitelere endojen (ya cinsiyet,

mevsim vb) veya cevresel (inhibitorler, ekzojenraitdler vb) faktdrler neden olngu
olabilir.

Balilk sitokrom P450 veya monooksijenazlarinin méend ortak ozellikler
paylsstigl gosterilmgtir (Sen ve Aring 1998). AncaBparus aurata beyin ve karager
dokularindan izole edilen RNA'nin rat primerlerieilyapilan RT-PCR analizi
sonucunda agaroz jelde bantspionu gézlenmengtir. Bu da bize rat ve balik aromataz
genlerinin birbirinden farkl oldgunu gosterngtir. Aromataz 6zelliklerinin tirden tire
farklihk gostermesi nedeni ile tdrlerin bir biyorkér olarak kullanilabilirlgi icin
oncelikli olarak turlerde bulunan enzim tipinin kliterize edilmesi 6énemlidir. Her ne
kadar kemikli baliklar dier omurgallardan daha yliksek aromataz aktivitesatgp ise

de fonksiyonu spekaulatif olmayi korumaktadir.

Omurgalilarin hepsinde aromataz enzimi harikulaidevdryasyon gostermektedir.
Gelinas ve Callard’a (1997) goére insan plasentenatazina kat yapilan antikor Japon
baligi (Carassius auratus) beyin aromatazina @ou bir sekilde bglanamamytir.
Gelinas vd (1998) tarafindan bildirigine gére; Japon b@inda aromataz aktivitesi
ureme kagullarina bgl olarak mevsimsel olarak gemektedir. Muhtemelen bu durum
test edilen birka¢ bain uUreme konumunda olmamasindan dolayl aromataal baz
seviyesinin digmesinden kaynaklangtir. Yine aynisekilde Japon baiinda kullanilan
antikor Tilapya bafiinda camamstir. Sparus aurata beyin, karagier, testis, kalp,
dalak, bobrek, kalin arsak ve ince barsak mikrozomlarinda yapgioldusumuz
Western blot analizi sonucunda, poliklonal-anti-Ra&tP19A1'1n Sparus aurata testis,
kalp, dalak, bobrek, kalin pasak ve ince barsak mikrozomlari ile oldukga gugli bir
baglandigl gbzlenmgtir. Bu sonug¢ bize testisin diik DBFOD aktivitesine r@men
yuksek CYP19 protein seviyesine sahip @laou, dger dokularin ise molekiler
blyukluklerinin birbirlerinden farkh olmasi da bdokularin farkli promotorlar
tarafindan ifade ediligi fikrini desteklemektedir. Ayrica kullanilan antik gonadal
forma (CYP19A1) ait oldgundan beyin ve kargger aromatazina @ou bir sekilde
baglanamamytir.

Flavonoidler, dgal olarak meydana gelen polifenolik B ailesinin bir kismini

teskil ederler. Flavonoidler bitkisel ilaclar gibi meglar, sebzeler, kuruyegher gibi
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bitkisel yiyecekler ve kahve, cagarap gibi bitkisel iceceklerdeki bienlerin en
etkili sinifini tekil ederler (Hollman ve Katan 1997). 5000’'den fa#lavonoid
tanimlanmg olup alti farkh sinifta toplanrglardir: flavonlar (apigenin, luteolin),
flavonoller (quercetin, myricetin), flavanonlar (magenin, hesperidin), katekinler
veya flavanoller (epikatekin, gallokatekin), any@siidinler (siyanidin, pelargonidin)
ve izoflavonlar (genistein, daidzein) (Ross ve KasR002). Flavonoid yapisinda
8000’'den fazla bilgen tanimlannstir (Hodek vd 2002). Flavonoidler polar yapida
olan oldukca guvenli bikenlerdir, viicutta toksisiteye neden olmazlar. Freoidler
ve izoflavonlar yapisal olarak endojen steroid hamhara (6stradiol) benzerdirler ve
hem &strojenik hem de antidstrojenik aktivitelerghiptirler (Moon vd 2006).
Dolayisyla fitodstrojenler, 6strojen reseptorinegsl@a@an ve oOstrojen faaliyetinin
bircok bilesenini indukleyen bitki kimyasallaridir. Ozellikle ramatazin  aktif
bdlgesine bganirlar ve aromatazin yamali inhibitorleri olarak bilinirler (Wang vd
1994, Kao vd 1998). CamalarimizdaSparus aurata mikrozomal beyin ve karager
DBFOD aktivitesi tzerine ofg@an bitkisel gidalarin etkileri agrildi. Kullanms
olduzgumuz bitkisel gidalarin sik tiketilen yoresel TiUgkdalari olmasina 6zen
gosterilmitir. Defne, kekik, sumak, roka, nanegutotu ve karaldhana hem beyin
hem de karager DBFOD aktivitesi Uzerine maksimum inhibisyon isik
gostermglerdir. Beyin ve karagerde sirasiyla defne, %99,073 ve %99,388; kekik,
%97,928 ve %99,812; sumak, %97,123 ve %99,849;, rs@b,904 ve %96,141;
nane, %90,726 ve %99,46Fuotu, %98,435 ve %99,186; karalahana ise %91,69 ve
%97,189 inhibisyona neden olgtardir. Susam ise beyinde %12,173 ve k@@cle
%1,33 inhibisyona neden olgtur. Tere ve dereotu ise beyinde sirasiyla %80yE39
%73,16 inhibitdr etki gosterirken kargerde aktivator etki gostergherdir. Terenin
alkoloidler yoénunden olduk¢ca zengin ofau bildirilmistir (Majer vd 1998).
Dereotunun ise Teuber ve Herrmann (1978) tarafinflavonol icerdgi tespit
edilmistir. Her ne kadar susanfparus aurata mikrozomal beyin ve karager
DBFOD aktivitesi Uzerinde cok dilk inhibisyon etkisi gosterse de susamin lipit
peroksidasyonu Uzerindan vitro antioksidan aktiviteye sahip olgu Cheng vd
(2002) tarafindan bildirilmgtir. Maydanoz diabetik ratlerde glutatyon (GSH) iemz
aktivitesini arttirmg buna kagilik kan glukozunu azaltrstir. Diabetik ratlerde lipit
peroksidasyonundan sonra gda serbest radikaller karger hasarina neden olgu
ancak bu durum maydanoz ekstrakti ile besleneerrdatllipit peroksitlerini normal

seviyesine indirdii ve hepatik dokunun oksidatif hasarinin inhibe Iddi
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gozlenmgtir (Ozsoy-Sacan vd 2006). Bu nedenle maydanoztiokaidan 6zellikte
oldugunu sodylemek yandi olmayacaktir. Fitokimyasal atarmalar maydanozda
flavonoidlerin (apiin, luteolin, apigenin glikozt) (Fejes vd 2000), karotenoidlerin
(Francis ve Isaksen 1989), askorbik asit (Davey 986), fenolik bilgenler (Duthie
1999), kumarinler (bergapten, imperatorin) ve ucbdesenlerin (apiol) (Fejes vd
2000) oldgunu go6stermgtir. Flavonoidler, fenolik bilgenler, askorbik asit ve
tokoferol iceren bitkisel gidalarin antioksidan ikl rapor edilmgtir (Andallu ve
Varadacharyulu 2003, Ozsoy-Sacan vd 2006). Bizipnyg oldugumuz calmada
ise maydanozSparus aurata mikrozomal beyin DBFOD aktivitesini % 82,02,
karacger DBFOD aktivitesini ise % 56,445 oraninda inhiétégi tespit edilmstir.
Sumak icerdii askorbik asit ve tanin nedeniyle serbest radikad lipit
peroksidasyonunda etkilidir (Candan ve So6kmen 2004alniz, antioksidan
aktivitesinden sorumlu bitenler henliz sumakta tanimlanmgtmni Onun i¢in, bizim
sonuglarimizin sumak bitkisinin antioksidangdeinin argtiriimasina bir bglangic
noktasi olacgini umit ediyoruz. Kekik yapraklari da icerdikleyiiksek fenolik
bilesenler (thymol, carvacrol) ve flavonoidler (apigenituteolin) nedeniyle
asetilkolinesteraz enzim aktivitesini inhibe ederkgdJukic vd 2007), fare
karacgerinde glutatyon S-transferaz enzim aktivitesittianistir (Sasaki vd 2005).
Conforti vd (2006) tarafindan defnenin antioksidsdkisi olduysu, Ferreira vd (2006)
tarafindan ise defnenin asetilkolinesteraz aktiite % 64 oraninda inhibe etti
bildirilmi stir. Defne yapraklarinin flavonoidler, alkoloidlere fenolik bileenler
icerdigi ve lipit peroksidasyonunda inhibisyona neden gidtespit edilmjtir (Simic
vd 2003). Bu sonuclar defnenin antioksidan etkisinoldusu distincesini
desteklemektedir. gulotu, 2000 yildan fazla bir stredir bitkisel ilatarak uzun
yasamin sirri ve hafizayr kuvvetlendigilidisincesiyle kullaniimaktadir. Bitkinin
yapraklari flavonoidler, terpenler, fenolik biler ve tanin icermektedir (Bolkent vd
2005). Bitkinin asetilkolinesteraz aktivitesini d&65 oraninda inhibe egfi
gosterilmgtir  (Ferreira  vd 2006). Hiperlipidemi lipit metaliminasindaki
degisikliklerden meydana gelen bir rahatsizhiktir. Lipileposundaki agi
karacgerdeki trigliserit depolarindaki agta aciklanabilir. Hiperlipidemik ratlerde
karacger dokusunda GSH duzeylerinde azalma gozlenirkgnlotu ekstraktlari ile
beslenen hiperlipidemik ratlerde kargamideki GSH miktarinin kontrollere goére
onemli bir derecede argti rapor edilmgtir (Bolkent vd 2005). Bu da hiperlipidemik

hayvanlarda gulotunun serum kolesterol ve lipit dizeylerinde hebir azalmaya
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neden oldgunu gosternstir. Dolayisiyla @ulotu, hiperlipidemik hayvanlarda lipit
peroksidasyonundan alan serbest radikallerin neden aqldu oksidatif hasari
onlemektedir. Ayni durum pancarda da Ozsoy-Saahar{2004) tarafindan tespit
edilmistir.  Fitoterapide ise @gulotu antiseptik, antiviral, antimikrobiyal ve
antioksidatif olarak kullaniimaktadir. Pancar Umde yapilan fitokimyasal
argtirmalarda icegfinde ya& asitleri, fosfolipitler, glikolipitler, polisakkétter,
askorbik asit, folik asit, pektin, saponinler vevbnoidlerin varlg saptanmstir
(Ozsoy-Sacan vd 2004). Nane ekstraktinin igerdigenol, rosmarinik asit ve
tokoferol ile antioksidan ve antiperoksidan etkigahip oldgu artan GST
aktivitesiyle dgrulanarak bildirilmgtir (Samarth vd 2006). Samman vd (1998)
tarafindan bildirildgine gore, nane timaor alumuna kagi koruyucudur ve bu 6zegli
onun antimutajenik 6zeflinden kaynaklanmaktadir. Beyaz duMdrus alba)
geleneksel Cin ilaclarinda karger ve bobrek koruyucu ve idrar soktiricu olarak
kullaniimstir (Fukai vd 2003). Bunun ginda antiviral, antimikrobiyal (Fukai vd
2002, Kim vd 2003), sinir sistemini koruyucu (Yu 2805) etkileri de vardir. Yuksek
flavonoid ve polifenol icefii antioksidan aktivitesini giglendirmektedir (Maksvic

vd 2005). Yapny oldugumuz calgmada dutunSparus aurata mikrozomal beyin
DBFOD aktivitesini % 74,528 ve karger DBFOD aktivitesini ise %91,128
oraninda inhibe egti tespit edilmgtir. Gebhardt (1997) tarafindan bildirifgine gore,
enginar da antioksidatif potansiyele sahip olupati&kolesterol biyosentezini inhibe
edebilmektedir. Bu cagnada, Enginaritgarus aurata mikrozomal beyin DBFOD
aktivitesini % 74,532 ve kargg@r DBFOD aktivitesini ise % 76,457 oraninda inhibe
ettigi tespit edildi. Isirgan Turkiye’de genellikle karshastalarinda bitkisel ilag
seklinde kullaniimaktadir.  Bitkinin  flavonoid i¢egii  bagisikhik  sistemini
guclendirerek kanser alumu riskini azaltabilmektedir (Akbay vd 2003). Dyisiyla
fitoostrojenlerin meme kanserini 6nlemede 6nemliero oldugu distinudlmektedir.
Bunlar 0Ostrojen reseptorlerine @anmak icin ostrojenlerle yaacaklardir.
Fitoostrojenler alg ve fungilerde yoktur, ancalgati bitkilerin tim kisimlarinda
mevcuttur. Fitodstrojen catalari, uygun fitodstrojenleri iceren hangi meyve v
sebzelerin meme dokusunda 06strojen biyosentezihibén edecgini ve meme
kanserinin gorilme sildini  azaltmak icin menapoz sonrasindaki kadinlarin

beslenmelerinde yer almasinin uygun ofaeabelirlememize yardim edebilir.
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5. SONUC

Sonu¢ olarak,Sparus aurata’da aromataz aktivitesini 6lgmek icin florometrik
DBFOD metodunu optimize ettik. Herhangi bir denai@ icin Sparus aurata beyin
ve Kkaracger aromataz aktivitesi florometrik bir substrat rolaibenzilfloresein
kullanilarak ilk kez rapor edilrgiir. Testosteron aromatazin g substrati olmasi
nedeniyle deneylerimizde DBFOD aktivitesi Uzerirestbsteronun etkisini catlik.
Testosteronun ¢ok diik konsantrasyonlarda dahi DBFOD aktivitesi tzegagsmall
inhibisyon gostergjini gorduk. Bu sonu¢ bize aromataz enziminin DBE& il vitro
Olculebilirligini kanitlams olmaktadir. Sparus aurata beyin dokusundan total RNA
izolasyon metoduyla mRNA elde ettik. PCR sonucuadaroz jelde bant aumu
gozlenmedi. RT-PCR metoduyla elde @ttiiz cDNA’larla rat primelerinin birbirine
uymamasi bize balik ile rat primerlerinin birbiiteden ayri oldgunu gosternsiir.
Soarus aurata mikrozomal beyin ve kara@er aromatazinin birbirlerinden farkh
reaksiyon keullarina sahip olmasi aromatazin regulasyonunun udapesifik
promotorlar tarafindan yurutulgl gorisint desteklemektedir. Bu deneyin yukarida
tartistigimiz 6zellikleri g6z 6ninde bulundurular&garus aurata’'nin ticari tretiminde
eseyi kontrol etme araci olarak pratik sicaklik uygubsi kullanilabilinecektir.
Dolayisiyla dsilerin yuksek dreme performansi yldzinden sattak kalabalik
Onlenebilecek, ayricasey kontrol teknginde hormonlarin kullaniimasinin hemgbk
hem de ekolojik olarak dezavantajlarini ortadardkabilecektir. Optimize egtimiz
deneyin keullari, diger tlrlerde de aromataz aktivitesinin dlcllmesirdnku
dagiiminin saptanmasina ve c¢evresel kontaminantlaret&ilenip etkilenmediinin
belirlenmesine bir basamak eturacaktir. Tim yapilan ¢amalar dgerlendirildiginde
ve bu konuda yapilacak daha gegalsmalarla baliklardaki Greme fonksiyonunun ve
kontrol mekanizmasinin asl@masi mimkun olabilecek ayrica aromatazin fonksg&yo
inhibisyonu ile meme kanserinden korunmada ve tel@ayeni yaklaimlar ortaya
konulabilecektir. Buda ila¢ endustrisinde yeni degd ve dgal kaynakl etkin

inhibitorlerin sentezi i¢cin 6nem arzetmektedir.
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